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During the development of the Central Nervous System, a great number of specific cell fates that ex-
pressing different neuropeptides and neurotransmitters are established. The study of how this process 
takes place it would be helpfull to known how a set of neurons is specified. At the end of embryo-
genesis this peptide is expressed along with the neuropeptide Bursicon, in a set of around 40 neurons 
that includes interneurons (CCAP-INs) and efferent neurons (CCAP-ENs). Hence, we took the 
expression of the Crustacean Cardioacceleratory Peptide (CCAP) as a model system.
 First, we analyzed the pattern of expression of CCAP and Bursicon and observed that CCAP-
INs are formed in every segments from S1 to A7 and that CCAP-ENs are spatially and temporally 
restricted: present from T3 to A4 in 18h old embryos and from T3 to A7 in late third instar larvae. 
We also observed that all CCAP neurons are generated by the neuroblast (NB) 3-5. We used the 
expression of the gene empty spiracles (ems) as a reporter to characterize the early lineage of NB3-5 
and found that it generates two ganglion mother cells (GMCs) during its Hunchback (Hb) temporal 
window, which in turn give rise to four cells, and another two cells during the Krüppel temporal 
window. 
 Second, we performed loss and gain-of-function experiments to study the role of Hox ge-
nes in the segment-specific appearance of CCAP-neurons. We found that the genes Ultrabithorax 
and abdominal-A prevent the apoptosis of the CCAP-ENs in the T3-A4 segments and thus control 
the special distribution of CCAP neurons. Additionally, we established that the gene Abdominal-B 
controls the temporal onset of the expression of CCAP and Bursicon in the CCAP-ENs present in 
segments A5-7.
 Third, we determined that CCAP-EN and CCAP-IN are not siblings cells, otherwise they 
are generated sequentially by the first and second GMC of the NB 3-5. These two GMCs acquire 
different indentities due to the continuous increase of Hb expression levels in the NB3-5. We also 
showed that Hb plays a role in the neuron, since its overexpression in the CCAP-ENs is enough to 
turn them into CCAP-INs.
 Finally, in order to integrate the previous data, we searched for genes required for the speci-
fication of the CCAP-neuronal fate. As a result of a genetic screening, we identified that five genes 
involved in this process : empty spiracles (ems), teashirt (tsh), elbow/noc (el/noc) and tailup (tup)
 To sum up, the results presented in this work provide new knowledge about the role of tem-








Durante el desarrollo del sistema nervioso central (SNC) se genera un gran número de tipos celulares 
diferentes. Con el fin de profundizar en el estudio de la especificación neuronal en este trabajo nos 
propusimos dilucidar cómo se especifican dos tipos neuronales del SNC de Drosophila melanogaster: 
las interneuronas CCAP/Bursicón (CCAP-INs) y las neuronas eferentes CCAP/Bursicón (CCAP-
NEs). Ambos tipos celulares se caracterizan al final de la embriogénesis por la expresión de los neu-
ropéptidos Crustacean Cardioacceleratory Peptide (CCAP) y Bursicón.
 
 En primer lugar, determinamos que el neuroblasto (NB) 3-5 es el progenitor de las neuronas 
CCAP/Bursicón estudiando el patrón de expresión de CCAP y Bursicón en diferentes genotipos 
mutantes y líneas reporteras. Utilizamos el gen empty spiracles (ems) como reportero para caracterizar 
el linaje temprano del NB3-5 y observamos que este genera dos células madre ganglionares (CMGs) 
durante la ventana temporal Hunchback (Hb) , las cuales a su vez dan lugar a 4 células. Posterior-
mente, el NB3-5 entra en la ventana temporal Krüppel.
 En segundo lugar, con el fin de estudiar el papel de los genes homeóticos en la especificación 
segmental de las neuronas CCAP/Bursicón, analizamos los fenotipos de los mutantes de ganancia y 
pérdida de función de estos genes. Concluimos que la expresión de Ultrabithorax o abdominal-A se 
requiere para evitar la apoptosis de las CCAP-NEs de los segmentos T3-A4. Además, hallamos que 
Abdominal-B controla temporalemente la activación de los neuropéptidos CCAP y Bursicón retra-
sándola hasta el tercer estadio larvario.
 En tercer lugar, analizamos el linaje del NB3-5. Determinamos que la CCAP-NE y la CCAP-
IN se originan a partir de la primera y segunda CMG respectivamente y que estas CMGs adquieren 
distintas identidades como consecuencia del incremento en los niveles de expresión de Hb en el 
NB3-5. Mostramos también que la expresión de altos niveles de Hb en la CCAP-NE es suficiente 
para transformarla en CCAP-IN.
 Por último, con el fin de entender cómo se integran los resultados expuestos anteriormente 
buscamos genes implicados en la especificación de las neuronas CCAP/Bursicón. De este modo en-
contramos 5 factores de transcripción empty spiracles (ems), teashirt (tsh), elbow/noc (el/noc) and tailup 
(tup) con estas características.
 En suma, los resultados presentados en este trabajo han permitido profundizar en el estudio 
de la función de los genes temporales y homeóticos en la especificación neural así como describir un 
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Los organismos multicelulares se originan a partir de una única célula o cigoto mediante un conjunto 
de cambios progresivos que denominamos desarrollo. Tras la fecundación, la acción secuencial de la 
proliferación, la morfogénesis y la diferenciación  permite la generación del individuo adulto. Una 
de las preguntas más interesantes dentro de la biología del desarrollo, la materia que estudia estos 
procesos, es entender cómo se genera la enorme diversidad celular presente en un organismo adulto; 
cómo las células deben comunicarse e integrar las informaciones que reciben a la vez que proliferan 
para dar lugar a tipos celulares que desarrollarán funciones precisas en el individuo adulto.
 Se estima que el cerebro humano está compuesto por unas 8,610 neuronas (Azevedo et al., 
2009) y aunque se desconoce cuantos tipos neuronales lo conforman, es posiblemente el órgano 
con mayor diversidad celular (Wichteler, 2013). Además, el desarrollo del sistema nervioso central 
(SNC) presenta un alto grado de precisión ya que la formación de una red neuronal funcional re-
quiere la generación de tipos neuronales concretos en lugares y momentos específicos. Todo esto hace 
que el SNC sea un sistema idóneo para tratar de entender como a partir de un número reducido de 
células progenitoras se genera un número tan importante de tipos celulares distintos en un patrón 
espacial y temporal preciso.
1. ¿Qué se considera un tipo neuronal?
A finales del S. XIX, Santiago Ramón y Cajal enunció la doctrina neuronal según la cual las neu-
ronas son entidades funcionales independientes conectadas entre sí (revisado por Lopez-Munoz et 
al., 2006). Desde entonces, entender cómo funciona el SNC pasa por identificar los distintos tipos 
neuronales. Sin embargo, cómo se define un tipo neuronal es una cuestión controvertida. 
 Las neuronas se clasificaron primeramente en base a su morfología. Este criterio además de 
ser sencillo y por consiguiente operativo, es altamente informativo. La morfología de una neurona 
refleja las conexiones que realiza y por lo tanto da cuenta de su función. También se utilizaron otros 
criterios como la actividad eléctrica o la expresión de genes y/o proteínas (revisado por Masland, 
2004). Sin embargo, estas clasificaciones no reconocen la naturaleza dinámica de las neuronas. Por 
otra parte, salvo los receptores olfativos, los tipos neuronales maduros no pueden definirse por la 
expresión de un único gen. Es por esto que algunos autores definen un tipo neuronal como un es-
tado molecular basal, estable y compartido. Según esta clasificación las neuronas de un mismo tipo 
expresan a lo largo de su vida una batería de genes que determinan su forma y su función. Una vez 
que adquirida su identidad, las neuronas son capaces de responder a una variedad de señales internas 
y externas, por lo que, aunque neuronas de un mismo tipo compartan un conjunto de genes, miem-
bros individuales pueden variar su perfil génico dependiendo del contexto y de la actividad (revisado 
por Fishell y Heintz, 2013; Hobert et al., 2010; Wichterle et al., 2013). 
 El perfil génico de neuronas seleccionadas o escogidas al azar puede describirse mediante di-








polimerasa en tiempo real. A pesar de los importantes avances moleculares, genéticos e informáticos 
de los últimos años, la descripción molecular de los distintos tipos neuronales que componen el SNC 
acaba de iniciarse.
2. ¿Son todas las neuronas diferentes?
El tamaño del cerebro es extremadamente variable dentro del reino animal. Se estima que el cere-
bro de las ballenas está formado por unas 2009 neuronas (Williams et al., 1998) mientras que el de 
Drosophila melanogaster contiene tan solo unas 1003 neuronas (Peng et al., 2011). Varios trabajos re-
lacionan el aumento en el tamaño del cerebro con una mayor precisión y detalle en el proceso de per-
cepción, un mayor procesamiento paralelo de la información y una mayor capacidad de almacenaje. 
Sin embargo, animales con un mayor número de neuronas no presentan un mayor repertorio de 
pautas de comportamiento ni mayores capacidades cognitivas (revisado por Chittka y Niven, 2009). 
Por lo tanto, cabe esperar que una vez se analice el perfil génico de todas las neuronas que forman el 
SNC, en los animales con un mayor número de neuronas, estas se agrupen en tipos neuronales y no 
conformen por sí solas una identidad única.
3. Mecanismos de especificación neuronal en el desarrollo del 
SNC de vertebrados
Los organismos vertebrados presentan el SNC con mayor complejidad del reino animal. En cada 
región, multitud de tipos neuronas y células gliales diferentes se generan siguiendo un orden preciso 
(Guillemot, 2007). Las células progenitoras neurales deben por tanto integrar información espacial 
y temporal para dar lugar a la gran diversidad de tipos celulares presentes. 
 3.1. Determinación espacial
  3.1.1. El eje antero-posterior: las motoneuronas del la médula espinal
Las motoneuronas de la médula espinal son un sistema modelo frecuentemente utilizado para estu-
diar la influencia de la regionalización anterior-posterior en la generación de distintos tipos neurona-
les. Alta concentración de acido retinóico (AR) generado por los somitos promueve las identidades 
anteriores, mientras que, la difusión de los factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs) procedentes 
de región proliferativa posterior dan lugar a identidades posteriores (revisado por Davis-Dusenbery 
et al., 2014). Ambas señales se integran controlando la expresión de los genes homeóticos (Dasen 
et al., 2003)(Fig.I.1A). Estos genes, son los encargados de dar identidad a los diferentes segmentos 
del organismo. Se caracterizan por el fenotipo causado por su falta de función, la transformación de 
unos segmentos en otros, así como por integrar en su secuencia codificante el dominio homeobox 
(McGinnis y Krumlauf, 1992). De forma consistente con su papel en la regionalización del cuerpo, 








motoneuronas a lo largo del eje antero-posterior. No obstante, el proceso es más complejo ya que los 
genes homeóticos también están involucrados en la especificación de distintas neuronas en un mismo 
segmento (Dasen y Jessell, 2009).
  3.1.2. El eje dorso-ventral: la médula espinal
La regionalización dorso-ventral ha sido principalmente estudiada en la médula espinal, aunque me-
canismos análogos controlan la formación del eje dorso-ventral en el cerebro (revisado por Lupo et 
al., 2006). En ambos casos, uno de los factores clave es la proteína difusible Sonic Hedgehog (Shh). 
 En la médula espinal, Shh se expresa en la notocorda y la línea media ventral, generando un 
gradiente de concentración desde la parte ventral hacia la parte dorsal. Un conjunto de factores de 
transcripción responden a este gradiente activándose, en el caso de las proteínas de clase I, o repri-
miéndose, en el caso de las proteínas de clase II, en función de los distintos niveles de concentración 
de Shh. Posteriormente, la represión mutua entre las dos clases de proteínas permite el establecimien-
to de 5 dominios definidos de progenitores ventrales (p3, pMN y p2-0 de ventral a dorssal) (figura 
de (Le Dreau y Marti, 2012)). Paralelamente, la expresión de las proteínas Wnt y de BMP desde la 
línea media dorsal da lugar a 6 dominios dorsales (P1-6 de dorsal a ventral) (Le Dreau y Marti, 2012; 












Fig. I.1. Determinación espacial en el de-
sarrollo del SNC de vertebrados
(A) Esquema de la expresión a lo largo de 
eje antero posterior de los factores difusi-
bles FGF y AR. La expresión en gradientes 
contrapuestos controla la activación de los 
distintos genes homeóticos en regiones espe-
cíficas del tubo neural. Modificada de Dasen 
y Jessell, 2009. (B) Esquema de una sección 
transversal del tubo neural de pollo de 51-56 
horas de desarrollo. En la parte izquierda se 
muestra la expresión de proteínas de clase I 
en la región dorsal (D) y clase II en la región 
ventral (V). En la parte derecha se muestra 
la división del tubo neural en 11 dominios 
de progenitores neurales. Modificada de Le 
Dreau y Marti, 2012 (C) Reconstrucción 
fotográfica de un tubo neural de pollo en la 
que se muestra la expresión de distintas pro-
teínas, tanto de clase I como de clase II, que 
dividen el tubo neural en distintos dominios. 








 3.2. Determinación temporal
La retina neural es uno de los tejidos del SNC donde se ha estudiado la determinación temporal. Se 
ha demostrado que los 7 tipos celulares distintos que la conforma aparecen en un orden estereotipado 
y que una misma célula progenitora puede generar varios de estos tipos celulares (revisado por Cen-
tanin y Wittbrodt, 2014). Basándose en estos datos, Cepko et al. enunciaron el modelo de compe-
tencia según el cúal, las células progenitoras pasan por distintos estados de competencia durante los 
que generan uno o varios tipos de células retinales (Cepko et al., 1996)(Fig.I.2A). Posteriormente, se 
identificó el gen ikaros como el esponsable de conferir el estado de competencia temprana: se observó 
que su falta de función provocaba una reducción en los destinos tempranos sin aumentar los destinos 
tardíos, mientras que su expresión ectópica forzaba la producción de destinos tempranos por parte de 
progenitores tardíos (revisado por Bassett y Wallace, 2012). 
 Otro sistema modelo en el que se ha estudiado la determinación temporal de tipos celulares 
es la corteza cerebral, compuesta por un 20% interneuronas y 80% neuronas de proyección. Estas 
últimas se organizan tanto anatómica como funcionalmente en 6 capas y se generan a partir de 
progenitores situados en la capa ventricular y en la capa subventricular de la corteza. Las neuronas 
nacientes migran originando en primer lugar las capas más internas y después, las más externas 
(Fig.I.2B). Varios trabajos demuestran que un mismo progenitor puede generar neuronas de capas 
superficiales e internas sugiriendo la existencia de factores temporales capaces de dar identidad a los 
diferentes grupos de neuronas (revisado por Han y Sestan, 2013; Franco y Muller, 2013). Por otra 
Fig.I.2. Determinación temporal en el desarrollo del SNC de vertebrados
(A) Modelo de competencia en la formación de la retina. Un progenitor pasa por distintas olas de competencia (indicadas por los 
diferentes colores) durante las cuales es competente para generar un solo tipo celular. Cabe señalar que el progenitor gana y pierde la 
capacidad de generar un tipo celular en función del tiempo, lo que contrasta con el modelo de restricción progresiva. Modificada de 
Livesey y Cepko, 2001 (B) Modelo de restricción progresiva en la formación de la corteza cerebral. El progenitor genera de forma 
secuencial todos los tipos de neuronas de proyección y células gliales, en primer lugar las neuronas que conformarán las capas más 
externas, posteriormente las que darán lugar a las capas internas y por último a las células gliales. En este modelo, el progenitor pierde 
























parte, experimentos de trasplante pusieron de manifiesto que progenitores tempranos pueden dar 
lugar a neuronas tardías, pertenecientes a las capas más superficiales, mientras que progenitores tar-
díos son incapaces de generar neuronas tempranas (Desai y McConnell, 2000). Estos resultados se 
explican con el modelo de restricción progresiva (revisado por Han y Sestan, 2013; Franco y Muller, 
2013) según el cual, las células progenitoras sufren cambios intrínsecos a lo largo del tiempo que se 
traducen en la generación de distintos subtipos de neuronas de proyección.
 En ambos modelos experimentales se ha aportado datos que señalan una posible heterogenei-
dad dentro de la población de células progenitoras (Bassett y Wallace, 2012; Centanin y Wittbrodt, 
2014; Franco et al., 2012). Es razonable pensar que ambos mecanismos, la diversificación de las célu-
las progenitoras y la facultad de cada una de ellas de generar varios destinos celulares en una secuencia 
temporal, coexisten en el desarrollo del SNC. 
4. Drosophila melanogaster como organismo modelo para el es-
tudio de los mecanismos de especificación neuronal
 4.1. Origen común del SNC de artrópodos y vertebrados
Desde comienzos del siglo XX se ha utilizado Drosophila melanogaster como animal de experimenta-
ción dada las enormes ventajas que ofrece para el análisis genético. Sin embargo, para poder validar 
este organismo como un modelo para el estudio del desarrollo del SNC es importante entender la 
relación filogenética entre el SNC de vertebrados y de artrópodos.
 El SNC de vertebrados se forma en la parte dorsal mediante un proceso de invaginación de-
nominado neurulación, mientras que el de artrópodos se forma en la parte ventral por delaminación 
(revisado por Arendt y Nubler-Jung, 1999). Basándose en estas diferencias tanto topográficas como 
morfogenéticas, los estudios más clásicos proponen un origen evolutivamente independiente del 
SNC en vertebrados y artrópodos. 
 Sin embargo, un número importante de evidencias sugieren que el SNC de vertebrados y 
artrópodos comparten un origen común. En primer lugar, tanto en vertebrados como en artrópodos, 
la región neurogénica se establece mediante la oposición de los gradientes de expresión de dos mor-
fógenos: Short gastrulación en el epitelio ventral de Drosophila melanogaster y su ortólogo BMP4 en 
el epitelio dorsal de vertebrados permiten la especificación de la región neuroectodérmica antagoni-
zando la acción de Decapentaplegic en la mosca y de Cordina en vertebrados. Mecanismos similares 
controlados por genes ortólogos pero que se expresan en ejes invertidos dan lugar a SNC homólogos 
(Arendt y Nubler-Jung, 1999; Urbach y Technau, 2008) (Fig.I.3).
 Por otra parte, existe una conservación de los mecanismos de regionalización del eje dorso-








neuroblas defective (ind) y muscle segment homeodomain (Msh), definen tres columnas neurogénicas 
(medial, intermedia y lateral respectivamente) a lo largo del eje dorso-ventral. Sus ortólogos respecti-
vos Nkx2 (vnd), Gsh(ind) y Msx (Msh) realizan la misma función en el SNC de vertebrados (Arendt 
y Nubler-Jung, 1999; Cornell y Ohlen, 2000; Urbach y Technau, 2008) (Fig.I.3).
 Asimismo, la regionalización del eje antero-posterior presenta similitudes entre ambos gru-
pos animales. Los genes homeóticos dan identidad a las distintas regiones de la CNV de  Drosophila 
melanogaster y la médula espinal vertebrados. También las regiones más anteriores del SNC de Dro-
sophila melanogaster y de vertebrados se especifican por mecanismos homólogos. Los genes empty 
spiracles (ems) y orthodenticle (otd) y sus ortólogos en vertebrados Emx y Otx presentan expresiones y 
funciones similares en la especifiación de regiones especificas del cerebro (Lichtneckert y Reichert, 
2005). 
 La conservación de estos mecanismos genéticos de especificación neural apoya la hipótesis de 
un origen común del SNC de vertebrados y artrópodos. Su diferente localización en ambos grupos 
animales se explicaría por una inversión del eje dorso-ventral (De Robertis, 2008; De Robertis y 
Sasai, 1996). El cómo se ha producido esta inversión del eje y cuál puede haber sido su disposición 
original es un debate que aún hoy en día sigue abierto (Holland et al., 2013).
 4.2. Características del desarrollo de Drosophila melanogater














Fig.I.3. Regionalización del eje dorso-ventral de vertebrados y artrópodos.
Representación de la mitad de la pared corporal de vertebrados y artrópodos en una sección transversal. En ambos casos el polo 
dorsal se encuentra arriba y el ventral abajo. Las proteínas difusibles Dpp y BMP4 forman un gradiente, invertido en vertebrados 
con respecto a Drosophila melanogaster. A estos gradientes se oponen los de las proteínas Sog y Cordina respectivamente, otro par de 
proteínas homólogas, que determinan la región neurogénica. Esta región será posteriormente compartimentalizada por la expresión 








considera un organismo holometábolo. Su ciclo vital se divide en cuatro etapas: la fase embrionaria 
que dura 22 horas en condiciones estándar de laboratorio (25ºC y 60% de humedad) y comprende 
desde la puesta del huevo hasta la eclosión de este; la fase larvaria, subdividida a su vez en 3 estadios 
larvarios de 24, 24 y 48 horas, durante los cuales los individuos reptan en busca de alimento; la fase 
pupal que se alarga 120 horas y en la que tiene lugar la metamorfosis tras la cual comienza la fase 
adulta (Greenspan, 2004). El individuo adulto se caracteriza por poseer alas, patas y un complejo 
sistema de órganos sensoriales externos. Drosophila melanogaster es una especie al polimórfica con 
dos fenotipos claramente diferenciados, el larvario y el adulto. Cada uno de ello presenta un SNC 
generado trás un proceso de neurogénsis permitiendo a las moscas adaptarse a sus condiciones cam-
biantes de vida.
5. Mecanismos de especificación en el desarrollo del cuerda ner-
viosa ventral de Drosophila melanogaster
 5.1. Desarrollo de la cuerda nerviosa ventral de Drosophila mela-
nogaster
El SNC de Drosophila melanogaster está formado 
por cuatro ganglios, el ganglio supraesfágico o ce-
rebro, el ganglio subesofágico, el ganglio torácico y 
el ganglio abdominal (Fig.I.4). La fusión de estos 
tres últimos forma la cuerda nerviosa ventral (CNV) 
(Hartenstein, 1993). Dada su relativa simplicidad, 
el desarrollo del la CNV de Drosophila melanogaster 
ha sido ampliamente utilizado como modelo para 
el análisis de los mecanismos de especificación neu-
ronal. 
 Al igual que el resto de los órganos de la mos-
ca, el SNC está segmentado. El cerebro lo conforman tres segmentos: proto, deuto y tritocerebro. El 
ganglio subesofágico y el ganglio torácico se componene de tres segmentos cada uno, S1-S3 y T1-T3 
respectivamente, y el ganglio abdominal de 10, A1-A10 (Hartenstein, 1993) (Fig.I.4). La línea me-
dia divide cada segmento a lo largo del eje antero-posterior en dos mitades especulares, denominadas 
hemisegmentos o hemineurómeros.
 El primer paso para la formación del CNV en Drosophila melanogaster es el establecimiento 
de una región neuroectodérmica en la parte ventro-lateral del embrión. Esta región se especifica 
mediante la oposición de los gradientes de Sog y Dpp. Posteriormente, la expresión de los genes 
proneurales confiere a grupos de células neuroectodermicas o grupos de equivalencia, el potencial de 











A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8/10
Fig.I.4. Dibujo esquemático de un SNC de un embrión 
de estadio 17 en una visión lateral
Se muestran los ganglios supraesofágico, subesofágico, 
torácico, y abdominal; así como la división segmental de 








la expresión de genes proneurales a una única célula progenitora por cada grupo de equivalencia me-
diante un proceso de inhibición lateral entre células vecinas. Finalmente la célula seleccionada sufre 
un proceso de delaminación mientras que el resto adquiere identidad epidérmica. Poco después, el 
NB ya interiorizado se dividen de forma asimétrica generando un nuevo NB y una célula más peque-
ña denominada célula madre ganglionar (CMG) (revisado por Egger et al., 2008; Homem y Kno-
blich; Skeath y Thor, 2003). La localización nuclear de la proteína Prospero en la CMG, activa un 
programa de diferenciación y limita su proliferación (Choksi et al., 2006). De este modo, la CMG 
se divide únicamente una vez, dando lugar a dos células que se diferencian como neuronas o células 
gliales (Fig.I.5). Recientemente se ha observado que en ciertos linajes la CMG puede diferenciarse 
directamente como neurona (Baumgardt et al., 2014).
 En cada hemisegmento de la CNV delaminan 30 NBs en una disposición estereotipada. 
Cada uno de ellos recibe un nombre compuesto por dos números que describen su posición. El pri-
mero hace referencia a la fila en la que se encuentra y el segundo, a la columna. Esta nomenclatura 
propuesta por C.Q.Doe (Doe, 1992) se basa en la homología de los NBs de Drosophila melanogaster 
con de los descritos previamente en el saltamontes. Además, cada NB puede identificarse por la ex-
presión de un conjunto que marcadores moleculares (Doe, 1992) (Fig.I.6).
 
 Se han descrito varios mecanismos generadores de diversidad celular en la CNV de Drosophi-
la melanogaster.  Estos explican cómo los NBs, las CMGs, y las dos células hermanas originadas por 
estas, adquieren identidades únicas (Lin y Lee, 2012). A continuación introduciremos brevemente 





































Fig.I.6. Mapa de NBs
Representación esquemática de los NBs 
presentes en un hemisegmento derecho 
del SNC de un embrión de estadio 11. 
La barra vertical representa la línea me-
dia. Se indica el número de cada NB y 
los marcadores que expresa. La imagén 












Fig.I.5. Formación de la CNV du-
rante la neurogénesis embrionaria
Los NBs delaminan del NE hacia el 
interior del embrión, se dividen asi-
métricamente generando un nuevo 
NB y una CMG. El paso de la proteí-
na Prospero (naranja) del citoplasma 
del NB al núcleo de la CMG limita 
la capacidad regenerativa de esta últi-
ma. Así, la CMG se divide una única 
vez para dar lugar a dos células que se 








 5.2. Especificación de los NBs: la regionalización del NE y las olas 
de delaminación
Varios autores demostrarón que cada NB genera una progenie fija y única trazando el linaje de los 
30 NBs presentes en un hemisegmento con un colorante fluorescente (DiI-labeling) (Bossing et al., 
1996; Schmid et al., 1999; Schmidt et al., 1997). Caracterizaron cada linaje por el tipo de células 
que lo componen (células gliales, neuronas) así como por el número e idendidad de cada una de 
ellas. Parallemamente, se observó que células neuroectodérmicas trasplantadas a distintas posiciones 
dentro del eje antero-posterior o dorso-ventral, así como cultivadas in vitro son capaces de generar la 
progenie característica de su lugar de origen (Luer y Technau, 2009; Prokop et al., 1998; Udolph et 
al., 1995). Estos resultados pusieron de manifiesto que, antes de delaminar, las células progenitoras 
adquieren una identidad única, la cual más tarde se traducirá en la generación de un linaje caracterís-
tico. La regionalización del NE mediada por la acción conjunta de los genes columnares y segmenta-
les permite que cada NB adopte un destino distinto en función de su lugar de delaminación. 
  5.2.1. Los genes segmentales
El primer paso para la regionalización del eje antero-posterior es la localización diferencial en el 
huevo de los ARN mensajeros de los denominados genes de efecto materno. Los gradientes de con-
centración generados por la traducción de ARN mensajeros constituyen una información posicional 
interpretada por los genes gap lo cuales se expresan en grandes de regiones del embrión parcialmente 
solapantes. Las diferentes concentraciones de los genes gap controlan la transcripción de los genes de 
la regla de los pares. Estos últimos dividen el embrión en 7 unidades repetidas que posteriormente 
serán subdivididas en 14 unidades segmentales por los genes de polaridad segmental (revidado por 
Gilbert 2006). 
 La expresión de los genes gap y de la regla de los pares se pierde antes del comienzo de la 
neurogénesis. No obstante algunos de ellos, como hunckebein (hkb) o hunchback (hb) vuelven a ex-
presarse más tarde en la CNV con funciones distintas a las de la segmentación (revisado por Bhat, 
1999). Por su parte, los genes de polaridad segmental realizan una función central en la especifica-
ción de los NBs. Su expresión en filas transversales con respecto a la línea media controla la expresión 
de los genes proneurales y aseguran que NBs que delaminan en distintas filas dentro de un mismo 
segmento adquieran distintos destinos (Skeath, 1999).  La implicación de estos genes en la especifi-
cación de los NBs ha sido principalmente estudiada para las moléculas señalizadoras, Wingless (Wg) 
y Hedgehog (Hh), el receptor transmebrana Patched (Ptc) y los factores de transcripción Gooseberry 
(Gsb), Engrailed (En) e Invected (Inv). Todos ellos están implicados tanto en la generación como en 
la especificación de los NBs (Bhat, 1999). Se ha demostrado por ejemplo, que Wg se expresa en la fila 
5 pero se requiere de manera no autónoma para el desarrollo de los NBs de la fila 4 y 6 (Chu-LaGraff 
y Doe, 1993). Por otra parte, la expresión de Gsb en las filas 5,es necesaria para correcta formación 








  5.2.2. Los genes columnares
El gradiente de expresión de la proteína Dorsal es la señal principal en la regionalización del eje 
dorso-ventral. Los niveles altos de expresión de Dorsal nuclear en la región ventral activan la expre-
sión de snail, estableciendo así el territorio que dará lugar al mesodermo y delimitando ventralmente 
la región neuroectodérmica. En el polo opuesto, los niveles altos de expresión Dpp marcan el límite 
dorsal del NE. Otra señal clave en la regionalización dorso-ventral es la ruta mediada por Epidermal 
Growth Factor Receptor (EGFR). Esta se activa en los dos tercios más ventrales del NE debido a la 
expresión localizada de vein y rho, ligando y mediador transmembrana de la ruta de EGFR respecti-
vamente (von Ohlen y Doe, 2000)  (Golembo et al., 1996; Schnepp et al., 1996). 
 El gradiente de localización nuclear de Dorsal y la ruta mediada por EGFR permiten la 
división del NE en tres regiones, ventral, intermedia y dorsal, caracterizadas por la expresión de los 
denominados genes columnares: vnd, ind y Msh. Niveles intermedios de Dorsal activan la expresión 
de vnd pero no snail, mientras que niveles aún menores de Dorsal junto a la ruta de EGFR activan 
la expresión de ind. La ausencia de Vnd, Ind y Dpp junto a la expresión de Dorsal a niveles bajos 
permiten la activación de Msh. Finalmente, las represiones de los genes dorsales por los genes inme-
diatamente más ventrales definen los bordes de cada región o columna de expresión (Skeath, 1998; 
Zhao et al., 2007) (Fig.I.6).  
  Vnd e Ind son necesarios para la delaminación y especificación de los NBs de la fila 
medial e intermedia respectivamente. La falta de función de cada uno de ellos produce una reducción 
drástica del número de NBs que delaminan en las columnas que definen. Además, los NBs que llegan 
a formarse adquieren identidades correspondientes a NBs más dorsales. Se produce una transforma-
ción de ventral a dorsal. Por otra parte, la expresión ectópica tanto de Vnd como de Ind fuerza a los 
NBs más dorsales a adquirir destinos correspondientes a NBs ventrales o intermedios en función de 
cada caso (Chu et al., 1998; McDonald et al., 1998; Skeath et al., 1994; Weiss et al., 1998). 
Fig.I.7. Esquema de las interacciones genéticas 
que controlan la regionalización del eje dorso-
ventral en la CNV
Sección transversal de un embrión. El límite dorsal de 
la región neuroectodérmica lo marca la represión de 
Dpp por Sog. El gradiente nuclear de Dorsal da lugar 
a la regionalización del NE en tres columnas, ventral 
(Vnd), intermedia (Ind) y lateral (Msh). Altos niveles 
de Dorsal dan lugar al mesodermo y niveles algo me-
nores a la expresión de Vnd. Niveles intermedios de 
Dorsal junto a la ruta de EGFR activan la expresión 
de Ind. Bajos niveles de Dorsal la controlan la expre-
sión de de Msh. Modificada de Urbach y Technau 



















 Por su parte, Msh no es necesario para la delaminación de los NBs de la columna dorsal, por 
lo que su papel como gen columnar es controvertido. Se ha observado que su falta de función induce 
al menos, la transformación de un NB dorsal a un NB intermedio, a la vez que provoca problemas 
de proliferación en otros NBs dorsales. Paralelamente su expresión ectópica causa defectos en la di-
ferenciación de los NBs más ventrales (Isshiki et al., 1997).
 En resumen, la expresión de los genes segmentales y 
columnares genera un sistema de coordenadas cartesianas don-
de cada NB adquiere una identidad propia en función de su 
lugar de delaminación. Esta identidad se traduce posterior-
mente en la generación de un linaje único. No obstante, en el 
caso de los genes columnares queda aún por entender como 
llevan a cabo su función ya que en algunos NBs su expresión 
se mantiene a lo largo del desarrollo mientras que en otros se 
pierde temporalmente (Chu et al., 1998; Isshiki et al., 1997; 
McDonald et al., 1998; Weiss et al., 1998).  
  5.2.3. Las olas de delaminación
Los genes segmentales y columnares estudiados hasta el momento dividen en el NE de un hemiseg-
mento en 4 filas y 3 columnas, una combinatoria que genera 12 posibilidades. Dado que cada hemi-
neurómero se compone de 30 NBs con identidades únicas, deben de existir otros factores implicados 
en la especificación de los NBs. Uno de ellos es la dimensión temporal. Los NBs que forman la CNV 
delaminan en 5 olas sucesivas y su identidad está determinada tanto por su posición como por su 
momento de delaminación (Doe, 1992) (Fig.I.7). Experimentos de transplantes heterocrónicos de 
células neuroectodérmicas pusieron de manifiesto que estas no están comprometidas temporalmen-
te. Células neuroectodérmicas de embriones tempranos son capaces ajustarse a un nuevo entorno 
generando linajes correspondientes a NBs de delaminación tardía. De igual modo células neuroec-
todérmicas de embriones tardíos pueden dar lugar a un linaje de un NB de delaminación temprana 
(Berger et al., 2001).
Genes
      segmentales
Genes columnares
Fig.I.8. Esquema del sistema de coordena-
das generado por la expresión de los genes 
columnares, en vertical, y los genes segmen-
tales, en horizontal, en el NE embrionario.


























































































Estadio 9 temprano Estadio 9 Estadio 10 temprano Estadio 11 Estadio 11 tardío
Fig.I.9. Olas de delaminación de los NBs 
Esquemas del patrón de NBs que se observan en un hemisegmento derecho de embriones de distintos estadios. En amarillo se señala 









  5.2.4. Los genes homeóticos
Los mecanismos descritos hasta aquí dan cuenta de la diversidad que existe dentro de un mismo he-
misegmento. Sin embargo, NBs homológos, que delaminan en la misma posición pero en distintos 
segmentos, no siempre generan el mismo linaje. De hecho, existen tipos neuronales presentes en el 
tórax y no en el abdomen y viceversa. Los genes homeóticos son los responsables últimos de esta di-
versidad intersegmental (revisado por Estacio-Gomez y Diaz-Benjumea, 2013; Technau et al., 2006).
 Estos genes, identificados por primera vez en Drosophila melanogaster, están conservados a lo 
largo de la evolución. En los animales bilaterales determinan el desarrollo de las diferentes estructuras 
en del eje antero-posterior. De este modo, su falta de función provoca transformaciones homeóticas, 
transformaciones completas de unos segmentos en otros (revisado por McGinnis y Krumlauf, 1992; 
Carroll, 1995)). 
 Los genes homeóticos codifican una serie factores de transcripción con un dominio caracte-
rístico en su secuencia denominado homeodomio. Su función principal es dar identidad a las células 
del segmento en el que se expresan controlando la expresión de multiples genes dianas, entre los que 
se encuentran los propios genes homeóticos. Los genes homeóticos que se expresan en dominios más 
posteriores reprimen la expresión o la función de aquellos que lo hace en dominios anteriores. Es lo 
que se conoce como el principio de prevalencia posterior (revisa-
do por (Mallo y Alonso, 2013)).La colaboración con cofactores 
como Extradenticle (Exd) y Homothorax (Hth) permite aumen-
tar su especificidad a la hora de reconocer sus dianas en el ADN 
(Mann et al., 2009).
 La expresión de los genes homeóticos a lo largo del eje antero-
posterior se corresponde con su posición en el genoma donde se 
agrupan en dos complejos: el complejo  Antenapedia (ANT-C) y 
el complejo Bithorax (BX-C). Este suceso se denomina el princi-
pio de colinearidad espacial (revisado por (McGinnis y Krumlauf, 
1992)). Los dominios de expresión de los genes homeóticos en la 
CNV están representados en la Fig.I.10 (Hirth et al., 1998).
  En el SNC la expresión de los genes homeóticos no se man-
tiene por linaje, contrariamente a lo que sucede en otros tejidos 
como la epidermis (Prokop et al., 1998). Otra particularidad del 
SNC es que los genes homeóticos desarrollan funciones adiciona-
les a su papel temprano durante el cual dan identidad a distintos 
territorios en el NE. Los genes homeóticos se expresan en el NE, 




















Fig.I.10. Expresión de los genes homeó-
ticos en la CNV
Representación esquemática de la expre-
sión de los genes homeóticos a lo largo 
de la CNV. A la izquierda se indica el 








apoptosis, la proliferación y la especificación celular (revisado por Estacio-Gomez y Diaz-Benjumea, 
2013; Technau et al., 2006). Por ejemplo Abd-A y Abd-B controlan el patrón de división del NB 6-4 
(Berger et al., 2005), mientras que Abd-A y Ubx se requieren en las neuronas ABLKs para su correcta 
especificación (Estacio-Gomez et al., 2013). 
 5.3. Especificación de las CMGs: los genes temporales
Los NBs de Drosophila melanogaster generan linajes compuestos por una mezcla destinos neurales: 
motoneuronas, interneuronas y células gliales; por lo que se les considera células multipotentes. 
Además, cada NB origina siempre los mismos tipos celulares siguiendo un orden estereotipado. Es la 
expresión secuencial de genes temporales lo que permiten que neuronas y células gliales de un mismo 
linaje adopten distintos destinos en función de su momento de generación. 
 5.3.1. Función de los genes temporales
Los genes temporales se expresan en los NBs en el siguiente el orden: Hunchback (Hb), Krüppel 
(Kr), Pdm1 y Pdm2 (Pdm), Castor (Cas) y Grainy-head (Grh) (Baumgardt et al., 2009; Isshiki et al., 
2001; Kambadur et al., 1998). Todos ellos codifican factores de transcripción y su secuencia tempo-
ral de expresión determina la identidad de los diferentes tipos celulares generados por un mismo NB. 
Experimentos de falta y ganancia de función demostraron que estos genes son necesarios y suficientes 
para especificar las células generadas durante su ventana de expresión (Grosskortenhaus et al., 2006; 
Isshiki et al., 2001; Pearson y Doe, 2003). Una propiedad fundamental de este grupo de genes es que 
su expresión en distintos NBs da lugar de diferentes destinos. Por ejemplo, la ventana Hb en el NB 
4-2 permite especificación de la motoneurona RP2 mientras que en NB 1-1 da lugar a las neuronas 
aCC (anterior Coner Cell) y pCC (posterior Corner Cell) (Isshiki et al., 2001). Los genes tempora-
les son por tanto un elemento más que junto con los genes segmentales, columnares y homeóticos, 
participan en la especificación neural.
 Una vez expresados en los NBs, los genes temporales son heredados por las CMGs y poste-
riormente por las dos células generadas por cada una de ellas. La expresión ectópica de los genes tem-
porales en las neuronas no altera su destino de lo que se deduce que la competencia para responder 
a la expresión de estos genes está temporalmente restringida (Pearson y Doe, 2003). Asimismo, la 
competencia de los NBs para responder a un gen temporal disminuye a lo largo del desarrollo (Cleary 
y Doe, 2006; Pearson y Doe, 2003). En el caso de Hb esto se debe a una reorganización del genoma 
(Kohwi et al., 2013).
 5.3.2. Regulación de la expresión de los genes temporales
 Independientemente de su momento de delaminación, cada NB expresa invariablemente la 








minan por la ventana Grh. NBs cultivados in vitro también expresan los distintos genes temporales 
(Grosskortenhaus et al., 2005; Isshiki et al., 2001). Estas observaciones demuestran que la activa-
ción de estos genes es independiente de señales extrínsecas. Experimentos de pérdida y ganancia de 
función revelaron que cada gen temporal activa la expresión del gen siguiente, a la vez que reprime 
la expresión del gen siguiente más uno y la del gen anterior (Baumgardt et al., 2009; Cleary y Doe, 
2006; Grosskortenhaus et al., 2006; Isshiki et al., 2001; Kambadur et al., 1998; Maurange et al., 
2008; Tran y Doe, 2008).  
 A pesar de su robustez, este modelo de regulación interna no explica todos lo fenotipos obser-
vados. Por un lado la pérdida de función de Hb, Kr y Pdm tienen un efecto menor en la progresión 
de la serie de factores temporales (Grosskortenhaus et al., 2006; Isshiki et al., 2001). Esto indica que 
deben de existir factores adicionales que aseguren la activación de Kr, pdm y cas. Por otra parte, la 
duración de las diferentes ventanas temporales y con ello el número de células que originan en cada 
una de ellas es distinta en cada NB. Durante la ventana Hb, el NB 7-3 da lugar a dos neuronas, mien-
tras que durante la misma ventana el NB 5-6 genera 6 células (Baumgardt et al., 2009; Isshiki et al., 
2001).Se desconocen los mecanismos genéticos que dan cuenta esta la variabilidad. Por último, nin-
gún gen temporal reprime la expresión de hb. Se ha descrito que el encargado de cerrar esta ventana 
temporal es el receptor nuclear sin ligando conocido Seven-up (Svp). A pesar de que svp se transcribe 
desde muy temprano en los NBs, para que su traducción sea efectiva requiere una división mitótica. 
De esta forma, el ARN mensajero se libera en el citoplasma y los niveles de proteína Svp alcanzan el 
umbral suficiente para reprimir la expresión de hb (Kanai et al., 2005; Mettler et al., 2006). 
 El modelo de los genes temporales explica en gran medida la diversidad existente dentro 
de un mismo linaje. Sin embargo, teniendo en cuenta que durante algunas ventanas temporales se 
generan varios destinos neurales, queda por resolver cómo se subdividen las ventanas temporales de 
manera que cada CMG adquiera una identidad única. En el caso del NB 5-6, se ha descrito que un 
Hb Kr Pdm Cas Grh




Fig.I.11. Los genes temporales.
Expresión secuencial de los genes temporales en un linaje modelo. En la parte baja de la imagen se muestra un esquema de las regu-








complejo mecanismo de regulación génica que involucra a los genes nab, sqz y svp  genera subven-
tanas temporales dentro de la ventana temporal Cas (Baumgardt et al., 2009; Benito-Sipos et al., 
2011).
 5.4. Especificación de las células hermanas: la ruta de Notch
El último paso de la neurogénesis es la división las CMGs para producir un par de células herma-
nas. En la mayoría de los casos estas dos células difieren tanto en la expresión génica como en las 
proyecciones axonales que generan. La activación de la ruta de Notch en una de ellas, célula A y la 
inactivación en su célula hermana, célula B, permite que cada una adquiera un destino diferente. La 
progenie de un NB se puede dividirse por tanto en dos hemilinajes, A y B(Truman et al. 2010). La 
interacción mediada por Notch entre las células hermanas es posible gracias a la distribución asimé-
trica de la proteína transmembrana Numb (Lundell et al., 2003; Skeath y Doe, 1998; Udolph et al., 
2009). Tras la división asimétrica de la CMG, solo la célula B hereda la proteína Numb, la cual des-
plaza a Sanpodo (Spdo) de la membrana de modo que Spdo se localiza en la membrana de la célula A 
y en el citoplasma de la célula B (Fig.I.9). spdo codifica una proteína transmembrana implicada en la 
transducción de la señal de Notch durante las divisiones asimétricas. Su función consiste en acentuar 
las diferencias entre los niveles de señalización por Notch entre las dos células hermanas, amplificán-
dolos en la célula A y fortaleciendo su represión en la célula B. De esta forma Spdo permite que los 
niveles de señalización difieran lo suficiente como para que cada célula adopte un destino distinto 
(Babaoglan et al., 2009) (O’Connor-Giles y Skeath, 2003).
 
 Es importante señalar que la activación de la ruta de Notch al igual que su silenciamiento 
da lugar a diversos destinos dependiendo del contexto. Por ejemplo, en el linaje del NB 7-3, algunas 
neuronas A mueren por apoptosis mientras que otras se diferencian como motoneuronas (Lundell et 
al., 2003). 
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Fig.I.12. División asimétrica de la 
CMG y la ruta de Notch
Esquema de la división asimétrica de una 
CMG. Una de las dos células generadas, 
la célula B, hereda la proteína Numb, lo 
que provoca la deslocalización de Spdo 
de la membrana citoplasmática y por lo 
tanto dificulta la traducción de la señal de 
la ruta de Notch. La otra célula, la célula 
A, al no heredar Numb, mantiene Spdo 









6. Las neuronas CCAP/Bursicón como modelo experimental 
para el estudio de los mecanismos de especificación neuronal
 6.1. Análisis de la diferenciación de un destino neuronal como 
modelo de estudio
Los procesos anteriormente descritos dan cuenta de cómo cada NB adquiere una identidad única 
dentro del grupo de 30 NBs que delaminan por hemisegmento, cómo las CMGs  generadas por un 
mismo NB se diferencian unas de otras, y por último, como las dos células procedentes de una misma 
CMG adquieren destinos distintos. Sin embargo, estos tres mecanismos por sí solos no dan cuenta 
de toda la diversidad presente en la CNV, dado que no explican, por ejemplo cómo se generan dife-
rentes destinos dentro de una misma ventana. Tampoco esclarecen cómo se controla temporalmente 
la diferenciación terminal de las neuronas. Esto tiene especial importancia en especies polifénicas 
como Drosophila melanogaster, en las que neuronas generadas durante la embriogénesis adquieren 
su diferenciación terminal en la fase de pupa satisfaciendo así los requerimientos fisiológicos o de 
comportamiento del individuo adulto (Veverytsa y Allan, 2012).
 Los estudios anteriormente citados revelan que las neuronas se especifican por la acción se-
cuencial y combinatorial de genes reguladores y rutas de señalización, y no como consecuencia de 
la activación de un único gen. No obstante, se desconoce cómo los mecanismos de especificación se 
integran para dar finalmente un tipo celular completamente diferenciado; cómo, por ejemplo, la in-
formación dada por los genes temporales o la ruta de Notch se interpreta en función de la identidad 
adquirida por el NB en el momento de su delaminación. 
 Una aproximación para tratar de resolver estos interrogantes es estudiar cómo se genera un 
tipo neuronal funcional. Las neuronas diferenciadas se clasifican según el patrón de axonación que 
presentan, las conexiones que realizan y los neurotransmisores y los neuropéptidos que liberan. Un 
modelo para el estudio de la especificación neuronal son las neuronas neuropeptidérgicas ya que de 
las 10,000 células que se estima que posee la CNV de Drosophila melanogaster tan solo 200 expresan 
algún neuropéptido (Park et al., 2008). Los neuropéptidos son pequeñas moléculas que normalmen-
te se secretan en la hemolinfa actuando como hormonas. Su expresión es altamente estereotipada y 
fácilmente reconocible mediante inmunomarcaje por lo que son una herramienta de gran utilidad 
para identificar un tipo neuronal diferenciado. 
 6.2. Las neuropéptidos CCAP y Bursicón
En esta tesis trabajamos con los neuropéptidos Crustacean cardioactive peptide (CCAP) y Bursicón.
Ambos están presenten en un gran número de artrópodos y juegan un papel fundamental en el 
desarrollo de la ecdisis (revisado por White y Ewer, 2014). En Drosophila melagonaster fueron iden-








respectivamente. Ambos neuropéptidos se expresan en un conjunto discreto de neuronas de la CNV 
que denominamos neuronas CCAP/Bursicón. La perdida de función conjunta de CCAP y Bursicón 
provoca defectos en la eversión de la cabeza y comportamientos aberrantes durante la ecdisis pupal 
(Park et al., 2003; Larh et al. 2012). Mientas que la pérdida únicamente de Bursicón evita la expan-
sión de las alas así como el endurecimiento y la pigmentación de la cutícula (Dewey et al., 2004; 
Lahr et al., 2012). Para llevar a cabo estas funciones Bursicón forma heterodímeros con “Partner of 
Bursicon”  (Luo et al. 2005, Lahr et al. 2012). Se ha observado que la expresión de CCAP y Bursicón 
varía a lo largo del desarrollo de la mosca; el número de neuronas CCAP/Bursicón incrementa entre 
larva de tercer estadio y pupa y se pierde por completo 24 horas después de la eclosión de la pupa 
(Draizen et al., 1999 ; Dewey et al., 2004; Larh 2012 et al. ; Veverytsa y Allan, 2012).
 
 6.3. Las neuronas CCAP/Bursicón 
Las neuronas CCAP/Bursicón conforman un grupo heterogéneo de células que difieren en los neu-
ropéptidos y marcadores que expresan, en el momento que alcanzan su diferenciación terminal y en 
la axonación que presentan. Existen distintas clasificaciones atendiendo a la descripción de diferentes 
autores. Veverytsa y Allan (Veverytsa y Allan, 2012) clasifican las neuronas CCAP/Bursicón en cua-
tro grupos (Fig.I.10). 
• El primer grupo corresponde a las interneuronas (CCAP-INs). Estas neuronas se distin-
guen del resto de neuronas CCAP/Bursicón por no expresar el gen dacshund (dac) y por 
emitir proyecciones axonales en el interior del SNC. Tanto en larva de tercer estadío como 
en pupa, hay 4 interneuronas en los hemisegmentos subesófagicos y una en cada uno de los 
hemisegmentos desde el T1 hasta el A7. 
• El segundo grupo lo componen las neuronas eferentes tempranas (CCAP-NEs tempranas). 
Las proyecciones axonales de estas neuronas salen del SNC a través del los nervios segmen-
tales, además, desde larva de tercer estadio, pueden identificarse por la expresión de Dac, 
CCAP y Bursicón. Existe una única CCAP-NEs temprana por cada hemisegmento, desde 
el T3 hasta el A4. 
• Las neuronas eferentes tardías (CCAP-NEs tardías) conforman el tercer grupo y se distin-
guen de las anteriores por su retraso en la expresión de CCAP y Bursicón. En estas células 
los neuropéptidos no se detectan hasta el estadio de pupa. Hay una CCAP-NE tardía por 
cada hemisegmento desde el A5 al A7. 
• El último grupo es el de las CCAP terminales (CCAP-PLs). Estas neuronas, al igual que las 
CCAP-NEs tardías empiezan a expresar CCAP en el estadio pupal, sin embargo no expre-
san Bursicón. Se pueden indentificar tres CCAP-PLs en la parte final de la cuerda nerviosa 
ventral, formada por los segmentos A8, A9 y A10. 
 Si bien las diferentes clases de neuronas CCAP/Bursicón activan la expresión de los neuro-








durante la neurogénesis embrionaria. Varios autores describen el mismo patrón de expresión para 
estos neuropéptidos en tercer estadio larvario,(Dewey et al., 2004; Ewer y Truman, 1996; Park et al., 
2003; Veverytsa y Allan, 2011). Sin embargo, existe cierta controversia en el patrón de expresión de 
CCAP y Bursicón en el estadio de pupa. Según varios autores, todas las neuronas CCAP positivas 
del T3 al A7 expresan Bursicón, (Veverytsa y Allan, 2012; Lahr et al., 2012). No obstante, otro gru-
po señala que en los segmentos T3-A7 solo una neurona de cada par expresa Bursicón (Luan et al., 
2006; Peabody, et al. 2008). Atendiendo a los segmentos finales, algunos autores señalan la existencia 
de un par de células CCAP/Bursicón en el A8 (Lahr et al., 2012; Luan et al., 2006), mientras que 
otros identifican tres pares en el conjunto de segmentos A8/A9 (Veverytsa y Allan, 2012) únicamente 
positivas para CCAP. Las diferencias en los patrones de expresión descritos se deben posiblemente 
a la diferente sensibilidad de los anticuerpos utilizados en cada trabajo y al momento preciso de la 
observación.
 White et al proponen otra clasificación, basada en criterios funcionales. Estos autores distin-
guen las neuronas Bursicón positivas subesofágicas BSEG, y las abdominales, BAG. Observan que la 
proyecciones axonales de las BSEG se expanden por toda la CNV mientras que las de las BAG se dirigen 
a la hemolinfa.  Constatan también que la falta de función del receptor de Bursicón, codificado por 
el gen rickerts, impide la liberación de Bursicón por las BAG pero no por las BSEG. Estos resultados les 
llevan a plantear la existencia de una red funcional según la cual la liberación de Bursicón por parte 
de las BSEG activa las BAG, lo que hace que estas liberen Bursicón a la hemolinfa (Luan et al., 2006; 
Peabody et al., 2008).
 En suma, la expresión de CCAP y Bursicón permite la identificación de varios tipos celulares, 
los cuales aparecen en diferentes segmentos y terminan de diferenciarse en distintos momentos del 
desarrollo. Estas diferencias espaciales y temporales hacen de las neuronas CCAP/Bursicón un  buen 
modelo a la hora de estudiar los mecanismos de especificación neural.
Fig.I.13. Patrón de neuronas 
CCAP/Bursicón en el SNC de una 
pupa
Esquema de los cuatro tipos de neu-
ronas CCAP/Bursicón descritas por 
Veverytsa et al. (Veverytsa and Allan, 
2012). A la izquierda se muestran los 
neuropéptidos y marcadores expresa-































El propósito de esta tesis ha sido estudiar los mecanismos por los que se establece la gran diversidad 
de tipos celulares presentes en el SNC de Drosophila melanogaster. Con este fin, nos propusimos ana-
lizar los mecanismos genéticos y moleculares implicados en la especificación de las neuronas CCAP/
Bursicón y nos planteamos los siguientes objetivos:
• Estudiar el patrón de expresión de los péptidos CCAP y Bursicón en embriones y larvas de 
Drosophila melanogaster
• Identificar el NB progenitor de las neuronas CCAP/Bursicón y analizar su linaje
• Estudiar el papel de los genes homeóticos en la adquisición del destino CCAP/Bursicón
• Identificar la ventana temporal en la que se originan las células CCAP/Bursicón
• Estudiar el papel de la ruta de Notch en la generación del destino CCAP/Bursicón

















1. Estirpes de Drosophila melanogaster utilizadas
Las estirpes de Drosophila melanogaster se cultivaron en condiciones estándar de temperatura y hume-
dad (23-25ºC y 60% de humedad). La mayor parte de las líneas usadas en este trabajo están descritas 
en Flybase (Drysdale and FlyBase, 2008), en caso contrario se adjunta la referencia correspondiente. 
A menos que se indique, las moscas se obtuvieron de Bloomington Drosophila Stock Center. En el 
caso de las deficiencias se indica entre paréntesis el gen de interés que es eliminado. En este trabajo 
se utilizaron las siguientes estirpes:
Líneas mutantes: ab1D,acHw-49c, abd-AM1(Sanchez-Herrero et al., 1985), Abd-BM1(proporcionada por 
E.Sánchez-Herrero, CBM, Madrid, España), Abd-BM5(proporcionada por E.Sánchez-Herrero, CBM, 
Madrid, España), Antp14(Lewis et al., 1980), apP44(proporcionada por S.Thor, Linköping University, 
Linköping, Suecia), asp1, Awh63Ea-G14, bowl1, caps65.2, casD1 (proporcionada por M.Baumgardt, Linkö-
ping University, Linköping, Suecia), Chipe5.5(Pueyo and Couso, 2004) (proporcionada por J.P. Couso, 
University of Sussex, Brighton, UK), col1 (proporcionada por S.Thor), crol 04418, da1, dac4 (Mardon et 
al., 1994), Df(1)ED7294 (germ-cell expressed bHLH-PAS), Df(2R)BSC272 (DP transcription factor), 
Df(2R)BSC303 (gemini), Df(2R)BSC350 (gemini), Df(2L)ED773 (pdm1 y pdm2),  Df(2R)Exel3071 
(homeobrain), Df(2R)Exel6283 (espinas), Df(2R)Exel7135 (charlatan), Df(2R)Exel7166 (homeobrain), 
Df(3R)BSC493 (forkhead domain 96Cb), Df(3R)BSC679 (forkhead domain 96Cb), Df(3R)Exel8154 
(Fer3), Df(3R)Exel7309 (Fer3), Df(3L)H99, Df(3L)H99 Ubx6.28 , Df(3L)H99 spdoG104, Df(3L)H99 
ems1,  Dfd1, dsf f00109, EcR Q50st, EcR k06210, EcR 112, elB 3.3.1 noc D64, ems 1, esg35Ce-1(Whiteley et al., 1992) 
(proporcionada por Y.Hayashi, Tohoku University, Sendai, Japan), esn f00447, exex2KK30 ey2, eya 10, eya cli-
IID, fkh 1, gsbIIX62, grn7L, grhIM, gt E6, hbP1 hbFB (hbFB es un alelo nulo de hb y hbP1 un transgen que permite 
la expresión de hb en el ectodermo . Por lo tanto esta combinación genética elimina específicamente 
Hb en el SNC (Isshiki et al., 2001)) (proporcionada por C.Q.Doe, University of Oregon, Eugene, 
E.E.U.U.), Heyf06656, hkb2, hkbA321R1, Hsf 1, ind16.2 (proporcionada por O.Vef, Institut für Genetik, 
Mainz, Alemania), isl1, jing01094, jing22F3(Culi et al., 2006) (proporcionada por J.Culí, CABD, Sevilla, 
España), jumu06439, ken 02970,klu212IR51C(Yang et al., 1997) (proporcionada por W.Chia, Temasek Life 
Science Laboratory, National University of Singapore, Singapore), Kr1 KrCD (Kr1 es un alelo nulo de 
Kr y KrCD un transgen que rescata la expresión de Kr en el ectodermo. Por lo tanto esta combinación 
genética elimina Kr en el SNC (Isshiki et al., 2001)) (proporcionada por C.Q.Doe), Kr-h1EP2884, 
lab4, Lim32, lzγ15, mirrSaiD3, mld92, MshD68(proporcionada por O.Vef ), mor1, nabSH143, nabR52(Terriente 
Felix et al., 2007), Nkx6D25(Broihier et al., 2004)(proporcionada por R.Urbach, Institut für Genetik, 
Maiz, Alemania), numb1, odd01863, osa2, pb10, pnrvx6, pnrvx1(Ramain et al., 1993) (proporcionada por 
M.Baumgardt), rn20(St Pierre et al., 2002), rpr XR38(White et al., 1994) (proporcionada por K.White, 
Harvard Medical School, Charlestown, E.E.U.U.), rtn 1, Scr4, slp11, slp12, spdoG104, stc05441,svp1 (pro-
porcionada por A.Gould, MRC National Institute for Medical Research, London, UK), tll1, tsh8,  toy-
hdl, Ubx6.28(Beachy et al., 1985)1985 (proporcionada por E.Sánchez-Herrero), Ubx1 abd-AP24 (propor-
cionada por E.Sánchez-Herrero), UbxMX6 abd-AM1 Abd-BD18 (proporcionada por E.Sánchez-Herrero), 












Deficiencias Zinn: Df(2L)net-PMF, Df(2L)BSC106, Df(2L)BSC4, Df(2L)BSC16, Df(2L)BSC37, 
Df(2L)dpp[d14], Df(2L)JS17, Df(2L)BSC28, Df(2L)BSC31, Df(2L)ED250, Df(2L)BSC109, Df(2L)
Exel6011, Df(2L)BSC169, Df(2L)Exel6013, Df(2L)ED347, Df(2L)Exel6015, Df(2L)Exel9038, 
Df(2L)Dwee1-W05, Df(2L)Exel7029, Df(2L) ED438, Df(2L)Exel7031, Df(2L)ED499, Df(2L)Trf-
C6R31, Df(2L)BSC111, Df(2L)Exel7038, Df(2L)BSC215, Df(2L)BSC143, Df(2L)Exel7048, Df(2L)
ED746, Df(2L)BSC36, Df(2L)FCK-20, Df(2L)TE35BC-24, Df(2L)Exel6038, Df(2L)Exel7066, 
Df(2L)Exel8036, Df(2L)BSC148, Df(2L)BSC256, Df(2L)Exel6045, Df(2L)ED1317, Df(2L)
Exel7080, Df(2L)Exel6047, Df(2L)Exel6048, Df(2L)ED1466, Df(2L)Exel6049, Df(2L)BSC151, 
Df(2L)C’, Df(2R)Nipped-D, Df(2R)Exel7092, Df(2R)w45-30n, Df(2R)BSC132, Df(2R)BSC303, 
Df(2R)BSC281, Df(2R)Exel7124, Df(2R)Exel7131, Df(2R)Exel7135, Df(2R)Exel6063, Df(2R)
Exel7142, Df(2R)BSC161, Df(2R)BSC355, Df(2R)Exel7150, Df(2R)ED3923, Df(2R)Exel6082, 
Df(2R)Px2. Se seleccionaron estas deficiencias ya que embriones homocigóticos portadores sobrevi-
ven en hasta estadio 16 (Wright et al. 2010)
Líneas lacZ: gsb01155-lacZ (proporcionada por S.Thor), hkb5953-lacZ, ind-lacZ (proporcionada por 
O.Vef ), mirr-lacZ (proporcionada por S.Campuzano, CBM, Madrid, España), Msh-lacZ (propor-
cionada por O.Vef ), vnd-lacZ (proporcionada por O.Vef ).
Líneas Gal-4/Gal-80: CCAP-Gal4 (Park et al., 2003) (proporcionada por J. Ewer, Centro Interdis-
ciplinario de Neurociencia de Valparaíso, Valparaíso, Chile), egMZ360-Gal4 (proporcionada por B. 
Condron, University of Virginia, Charlottesville, E.E.U.U.), elB-Gal4, ems-Gal4 (generada en este 
trabajo), ems-Gal4 tub-Gal80ts , elav-Gal4C155, elav-Gal4C155 tub-Gal80ts, elav-Gal4C155 UAS-dicer, Hb: 
HG4-6GFP (Hirono et al., 2012)(proporcionada por C.Q.Doe), insc-Gal4, sca-Gal4 en el cromoso-
ma II y III (Isshiki et al., 2001) (proporcionada por C.Q.Doe), wor-Gal4 (Lee et al., 2006) (propor-
cionada por C.Q.Doe).
Líneas UAS: UAS-abd-A20-10-1(Michelson, 1994) (proporcionada por E. Sánchez-Herrero), UAS-
Abd-Bm2SG19 (Castelli-Gair et al., 1994)(proporcionada por E. Sánchez-Herrero), UAS-Abd-B-
RNAi12024 (VDRC), UAS-Antp (Hirth et al., 2001) (proporcionada por E. Sánchez-Herrero), UAS-
β-Galactosidasa, UAS-cas en el cromosoma II y III (Kambadur et al., 1998) (proporcionada por M. 
Baumgardt), UAS-DfdW4, UAS-elBEP2039(Dorfman et al., 2002) (proporcionada por B.Shilo, Weiz-
mann Institute of Science, Rehovot, Israel) , UAS-ems15B (proporcionada por J. Hombría, CABD, 
Sevilla, España) , UAS-flp Act>stop>β-Galactosidasa, UAS-GFP, UAS-grh15M(Baumgardt et al., 2007) 
(proporcionada por M. Baumgardt), UAS-hbF4A, UAS-Hey1315 (Monastirioti et al., 2010) (proporcio-
nada por B. Sanz-Juan), UAS-ind (proporcionada por O.Vef ), UAS-isl (proporcionada por S. Thor), 
UAS-Kr, UAS-lab, UAS-mamDN (proporcionada por M. Millan, Imperial College of London, Lon-
don, UK), UAS-Mshm25-m6 (proporcionada por O.Vef ), UAS-Nintra, UAS-pb, UAS-pdm (Grosskor-
tenhaus et al., 2006) (proporcionada por C.Q.Doe ), UAS-p35, UAS-Scr, UAS-tsh (proporcionada 












cionada por E. Sánchez-Herrero), UAS-zfh2-RNAi (Terriente et al., 2008), UAS-vnd (proporcionada 
por O.Vef ).
Para mantener las líneas mutantes se utilizaron los siguientes cromosomas balanceadores: FM7 Act-
GFP; CyO, Act-GFP; CyO, Dfd-EYFP; CyO, twi-Gal4 UAS-GFP; TM3, Ser Act-GFP; TM3, Sb Ser 
twi-Gal4, UAS-GFP; o TM6, Sb, Tb, Dfd-EYFP. Los embriones mutantes se identificaron por la 
ausencia de expresión de GFP.  Como cepa de referencia se utilizó CantonS. 
2. Generación de la línea ems-Gal4
Hartman et al. (Hartmann et al., 2000) describen que la región reguladora de ems que controla su ex-
presión en el SNC se encuentra en las 8kb adyacentes al ADN que contiene la secuencia codificante 
del gen. Para generar la línea ems-Gal4 se amplificó por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) la 
región de 7kb adyacente a la secuencia de ems utilizando una temperatura de anillamiento de 62ºC 
y los siguientes oligonucleótidos cebadores: 
  5’-cca gac aga act cca tac tcc acc c-3’
  5’-gtg tag tat ggc cgt ctt ctt tgc gc-3’
La amplificación se realizó a partir de ADN extraído de moscas silvestres siguiendo el protocolo des-
crito en www.fruitfly.org/about/methods/inverse.pcr.html.  El producto de PCR se ligó en el vector 
comercial PGem-T Easy (Promega). Posteriormente se cortó el plámido PGem-T Easy con el inserto 
con la enzima de digestión Not1. Paralelamente se digirió el plásmido PPT-Gal4 (Housden et al., 
2012) con la misma enzima y se desfosforiló para evitar la religación. Se ligó el fragmento de interés 
dentro del plásmido PPT-Gal4 y se comprobó por secuenciación el resultado final. Las reacciones 
de digestión, ligación y transformación se realizaron según los protocolos descritos en Green, 2012. 
El servicio de transgénesis del Centro de Biología Molecular Severo Ochoa (CBMSO) transformó 
embriones yw con el vector final mediante microinyección. Se comprobó que la construcción funcio-
naba correctamente cruzado moscas ems-Gal4 con moscas UAS-LacZ y tiñendo los embriones resul-
tantes del cruce con los anticuerpos α-β-galactosidasa, α-Ems (Fig.M.1). Se observó colocalización 
entre ambas proteínas.
M.1. Expresión de ems-Gal4
Expresión de β-galactosidasa (verde) y Ems (rojo) en un hemineurómero de un embrión de estadio 
14 ems-Gal4 UAS-β-galactosidasa crecido a 29º. Se observa coexpresión de ambas proteínas. 
Evans 2009



















 3.1. Descripción del sistema
El sistema procedente de levaduras Gal4/ UAS (Brand and Perrimon, 1993) permite activar la ex-
presión de trangenes de forma controlada en el tiempo y en el espacio. El sistema requiere dos líneas 
transgénicas, la primera expresa la proteína Gal4 en un patrón determinado por las regiones regula-
doras adyacentes y la segunda posee el ADN codificante del gen que se quiere expresar ectópicamente 
bajo el control de las secuencias reguladora UAS. Las secuencias UAS son reconocidas por la proteína 
Gal4, de manera que cruzando ambas cepas se obtiene una descendencia que expresa el transgén de 
interés en el patrón espacial y temporal de la línea Gal4 utilizada (Fig.M.2). 
 Para un mayor control del sistema se puede hacer uso de la proteína Gal80, también proce-
dente de levaduras. Esta proteína se une a la proteína Gal4 impidiendo así la activación de las secuen-
cias UAS. Existe una variante termosensible de la proteína Gal80 bajo el control del promotor de la 
tubulina (tub-Gal80ts) (McGuire et al., 2003). Cuando estas moscas se incuban a 30ºC, la proteína 
G80ts se inactiva y la proteína Gal4 realiza su función. Por el contrario, si las moscas se mantienen 
a 17ºC, la proteína Gal80ts impide que la proteína Gal4 active las secuencias UAS. De esta forma la 
activación del sistema Gal4/UAS puede ser controlada temporalmente. 
 3.2. Determinación de la secuencia de aparición de las neuronas 
CCAP/Bursicón
Haciendo uso de este sistema se determinó el orden de generación de las neuronas CCAP/Bursicón. 
Se recogieron embriones elav-Gal4 tub-Gal80ts UAS-GFP durante dos horas y se permitió que se 
desarrollasen a 29ºC durante 3 horas. Durante ese tiempo, el gen reportero GFP pudo ser activado 
por la proteína Gal4, al estar inactiva la proteína Gal80ts . A continuación, se pasaron los embriones 
a 17ºC con el fin de inactivar la línea Gal4 e impedir la expresión de GFP.  Cuando los embriones 
alcanzaron el estadio 17 se les sometió al protocolo de tinciones inmunohistoquímicas explicado más 
adelante.
M.2. Sistema Gal4/UAS
Esquema del sistema de expresión génica dirigi-
da Gal4/UAS. La unión de la proteína Gal4 a las 
secuencias reguladoras UAS activa la expresión del 
gen de interés (gen X). Para que esto suceda deben 
cruzarse dos línea de moscas, una de ellas expresará 
la proteína Gal4 bajo el control de unas secuencias 
reguladoras específicas, y la otra tendrá las secuen-
cias UAS adyacentes al ADN codificantes del gen 
de interés. Modificada de St Johnston (St Johnston, 
2002).
Línea Gal-4 Línea UAS
Regiones
reguladoras













4. Experimentos de Flip-out
 4.1. Sistema Flp/FRT
En este sistema, la proteína Flipasa (Flp), una recombinasa procedente de levaduras reconoce las se-
cuencias “Flippase Recognition Target” (FRT) y promueve la recombinación entre ellas. Esto resulta 
en a la escisión del fragmento de ADN flaqueado por la regiones FRT. 
 En este trabajo se utilizó una construcción que contiene el promotor ubicuo Actina5C sepa-
rado de la secuencia del gen reportero lac-Z por un cassette flip-out. El cassette se compone de un 
espaciador génico (CD2), caracterizado por poseer un secuencia de parada de lectura, flanqueado 
por dos secuencias FRT. La expresión de la FLP (UAS-FLP) se activó con una línea Gal4 (elav-Gal4 
o ems-Gal4). Una vez que se produjo la recombinación, la expresión de lac-Z pasó a depender del 
promotor de expresión ubicua Actina5C , por lo que se mantuvo de forma permanente en la célula.
 4.2. Identificación del NB progenitor de las neuronas CCAP/Bur-
sicón
 Con el fin de que únicamente las neuronas generadas hasta el estadio 10 expresaran el gen 
reportero lac-Z se cruzaron moscas elav-Gal4 tub-Gal80ts o ems-Gal4 tub-Gal80ts con moscas UAS-flp 
Act>stop>lac-Z. Se recogieron los embriones resultantes durante 2 horas y se mantuvieron a 29ºC 
durante 4 horas. Durante este periodo, la proteína Gal80ts estuvo inactiva y se pudo producir la re-
combinación. Posteriormente, se pasaron los embriones a 17ºC  con el fin de que la proteína Gal80ts 
impidiera la activación de la proteína Gal4 y por tanto del sistema Flp/FRT. Se dejaron desarrollarse 
hasta estadio 17, momento en el cual se trataron según el protocolo de tinciones inmunohistoquími-












M.3. Esquema de los experimentos de Flip-out 
La proteína Gal4 activa la expresión de la Flipasa al 
unirse a las secuencias adyacentes UAS. A su vez la 
Flipasa promueve la recombinación homóloga entre 
las secuencias FRT, lo que elimina el cassette STOP 
y permite la expresión de β-galactosidasa bajo el con-













5. Tinciones con 5-bromo-2’-desoxiuridina
Se recogieron embriones durante 2 horas y se permitió que se desarrollasen a 29ºC durante 3 horas. 
Posteriormente el personal del servicio de transgénesis del CBMSO los decorinó manualmente y los 
inyectó con una solución de  5-bromo-2´-desoxiuridina (BrdU) (10 mM BrdU; BrdU detection kit, 
Roche #11 296 736 001). Al alcanzar el estadio 17 se fijaron con formaldehido al 4% en PBT (PBS, 
“Phosphate buffer solution”, solución tampón fosfato, con 0,3% Tween 20) durante 20 minutos. 
Tras tres lavados de 10 minutos con PBT, se incubaron 2 horas a 37ºC con ADNasa (RQ1 Promega 
#M199A). Se realizaron otros 3 lavados de 10 minutos y una segunda fijación con  formaldehido al 
4% en PBT. Se continuó con el protocolo de tinciones inmunohistoquímicas explicado más adelante.
6. Tinciones inmunohistoquímicas
El SNC de embriones de estadio 17 se diseccionó en PBS con un cable de tungsteno afilado (Wol-
fram, Madrid, España) fijado en agujas hipodérmicas de 1ml (BD Plastipak, Oxford, UK).  Se mon-
taron en portaobjetos previamente polisinados con poly-L-lysine hydrobromide (Sigma # P11524) 
donde se realizaron los lavados e incubaciones posteriores. Los tejidos se fijaron con una solución de 
formaldehido (Polysciences #04018) al 4% en PBT durante 20 minutos a temperatura ambiente y 
en agitación.
 Los embriones anteriores al estadio 17 se decorionaron incubándolos en lejía durante 3 mi-
nutos. Posteriormente se fijaron con una solución de formaldehido al 4% en PBT y heptano durante 
20 minutos a temperatura ambiente y en agitación. Se eliminó la fase acuosa (fase inferior) y se aña-
dió metanol. Se eliminó la membrana vitelina mediante agitación y se lavó 3 veces con metanol. En 
este caso los lavados e incubaciones se realizaron en tubos eppendorfs de 1,5 ml. 
 Los SNCs de larvas de segundo y tercer estadio se diseccionaron en PBT con pinzas afiladas. 
Tras fijar el tejido con formaldehido al 4% en PBT durante 20 minutos a temperatura ambiente y en 
agitación, se realizaron 3 lavados con metanol y se guardaron a -20ºC durante al menos 12 horas. Al 
igual que en el caso anterior, los lavados e incubaciones se realizaron en tubos eppendorfs de 1,5 ml. 
 Una vez realizado el paso de la fijación, en todos los casos se realizaron 4 lavados con BBT-
250 (PBT con 0,1% de suero de albumina bovina y 250mM NaCL) de 15 minutos cada uno, a 
temperatura ambiente y en agitación.  Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo primario en 
BBT-250 durante toda la noche a 4ºC. A la mañana siguiente, se lavaron con BBT-250  durante 1 
hora (4 lavados de 15 minutos cada uno) y se incubaron con el anticuerpo secundario en BBT-250 
durante 1h 30 minutos a temperatura ambiente, en oscuridad y agitación. Después se realizaron 4 
lavados de 15 minutos cada uno con PBT.  Por último, los tejidos se montaron en portaobjetos con 













Tabla M.1: Lista de anticuerpos primarios utilizados.






Abd-A rata 1:500 (Macias et al., 
1990)
A. Macías, National Universidad de 
Córdoba, Córdoba, Argentina.
Abd-B ratón 1:50 #1A2E9 Developmental Studies Hybridoma 
Bank (DSHB). University of Iowa, Iowa 
City, E.E.U.U.
β-galactosidasa conejo 1:2000 #55976 ICN-Cappel Research reagents, Aurora, 
E.E.U.U..
β-galactosidasa ratón 1:2000 #40-1a DSHB. University of Iowa, Iowa City, 
E.E.U.U.
Burs conejo 1:250 (Luan et al., 
2006)
B.H. White, National Institute of Men-
tal Health, Bethesda, E.E.U.U.
BrdU ratón 1:10 #11 296 736 
001
Roche, Nutley, E.E.U.U.
Cas c o n e j o 
de indias
1:500 (Tsuji et al., 
2008)
T.Isshiki, National Institute of Genetics, 
Mishima, Japón
CCAP rata 1:100 Generado en este trabajo
Dac ratón 1:50 #mAbdac2-3 DSHB. University of Iowa, Iowa City, 
E.E.U.U.
Dpn conejo 1:500 (Bier et al., 
1992)
S.Thor, Linköping University, Linkö-
ping, Suecia.
Ems c o n e j o 
de indias
1:200 (Walldorf and 
Gehring, 1992)
U. Walldorf, Saarland University Facul-
ty of Medicine, Saarland, Alemania.
Ems conejo 1:100 (Dalton et al., 
1989)
B.McGinnis, University of California, 
San Diego, E.E.U.U.
En ratón 1:50 #4D9 DSHB. University of Iowa, Iowa City, 
E.E.U.U.
GFP conejo 1:200 #A-6455 Invitrogen, Carlsbad, E.E.U.U.
GFP pollo 1:200 #AB16901 Millipore, Temecula, E.E.U.U.
GFP ratón 1:100 #11814460 Roche, Nutley, E.E.U.U.
Grh rata 1:100 (Baumgardt et 
al., 2009)
S.Thor, Linköping University, Linkö-
ping, Sweden.
Hb c o n e j o 
de indias
1:200 (Tsuji et al., 
2008)













Isl ratón 1:50 #40.3A4 DSHB. University of Iowa, Iowa City, 
E.E.U.U.
Kr c o n e j o 
de indias
1:400 (Tsuji et al., 
2008)
T.Isshiki, National Institute of Genetics, 
Mishima, Japan.
Lark conejo 1:100 (McNeil et al., 
1998)
R.Jackson, Tufts University, Boston, 
E.E.U.U.
LK conejo 1:50 (Nassel, 2002) D. Nässel, Stockholm University, Stoc-
kholm, Sweden.
Noc c o n e j o 
de indias
1:100 (Weihe et al., 
2004)
S.Cohen, Institute of Molecular and 
Cell Biology, Singapur
Pdm1 conejo 1:1000 (Terriente Felix 
et al., 2007)
F.J. Díaz-Benjumea, CBM, Madrid, Es-
paña.
Tsh conejo 1:50 (Ng et al., 1996) S. Cohen, Institute of Molecular and 
Cell Biology, Singapur.
Ubx ratón 1:20 #FP3.38 DSHB. University of Iowa, Iowa City, 
E.E.U.U.
Tabla M.2: Otros reactivos utilizados
Nombre Dilución Referencia Fuente
Fa l o i d i n a -
TRITC
1:100 #1951 Sigma, St. Louis, E.E.U.U.
Table M.3 : Lista de anticuerpos secundarios fluorescentes utilizados






Alexa 488 conejo 1:500 #A-21026 Invitrogen, Carlsbad, E.E.U.U..
Alexa 488 pollo 1:500 #A-11039 Invitrogen, Carlsbad, E.E.U.U..
Alexa 488 rata 1:500 #A-21208 Invitrogen, Carlsbad, E.E.U.U..
Alexa 488 ratón 1:500 #A-21202 Invitrogen, Carlsbad, E.E.U.U..
Alexa 555 conejo 1:500 #A-31572 Invitrogen, Carlsbad, E.E.U.U..
Alexa 555 c o n e j o 
de indias
1:500 #A-21435 Invitrogen, Carlsbad, E.E.U.U..
Alexa 555 rata 1:500 #A-21434 Invitrogen, Carlsbad, E.E.U.U..
Alexa 555 ratón 1:500 #A-31570 Invitrogen, Carlsbad, E.E.U.U..
Alexa 594 conejo 1:500 #A-21207 Invitrogen, Carlsbad, E.E.U.U..
Alexa 594 rata 1:500 #A-21209 Invitrogen, Carlsbad, E.E.U.U..
Alexa 594 ratón 1:500 #A-21203 Invitrogen, Carlsbad, E.E.U.U..
Alexa 647 conejo 1:200 #A-31573 Invitrogen, Carlsbad, E.E.U.U..












Alexa 647 ratón 1:200 #A-31571 Invitrogen, Carlsbad, E.E.U.U..
8. Generación de anticuerpo α-CCAP
Se encargó la síntesis del péptido con la secuencia KRPFCNAFTGCGRK al servicio de proteómica 
del CBMSO. Se acopló el péptido a hemocianina de lapa (keyhole limpet hemocyanin, KLH), si-
guiendo el protocolo descrito por Lateef et al. (Lateef et al., 2007). Posteriormente, se añadió NaCl 
hasta alcanzar una concentración de 0,75 mg de péptido por mL. En el animalario del CBMSO se 
realizó una primera inyección subcutánea de 200 µl de la solución anterior junto a 200 µl de adyu-
vante completo (Sigma #F5881) en ratas. Se realizaron 4 inyecciones más, esta vez con adyuvante 
incompleto (Sigma #F5506) y con un espacio de 20 días entre ellas. 20 días después de la última 
inyección se sacrificaron las ratas y se les extrajo la sangre.  Tras dejar que esta se coagulara se recogió 
el sobrenadante con el que se realizaron las posteriores tinciones inmunohistoquímicas.
9. Obtención de imágenes por microscopía confocal
Para tomar las imágenes de microscopía confocal se utilizaron los microscopios Zeiss LSM 510 y 
Zeiss LSM 710 del servicio de microscopía óptica y confocal del CBMSO. Para el tratamiento de 
imágenes se utilizaron los programas ImageJ y Adobe Photoshop. Salvo que se indique lo contrario, 
todas las imágenes están orientadas con anterior hacia arriba.
10. Medición de los niveles de expresión de Hb
Para medir los niveles de expresión Hb en el NB3-5 se tiñeron embriones de estadio 8 a 11 con el an-
ticuerpo primario α-Hb y el anticuerpo secundario de conejo de indias Alexa Fluor 555. Se tomaron 
6 imágenes del NB3-5 en embriones de estadios 8, 9, 10 y 11. Con el programa ImageJ se seleccionó 
el área correspondiente al NB3-5 y se calculó la media de los valores de grises. Se multiplicó este valor 
por el tamaño del área para comparar las intensidades de fluorescencia.
11. Estudio estadístico
El análisis estadístico se realizó utilizando el programa Microsoft Ecxel 2007. Las cuantificaciones de 
los fenotipos observados se compararon con la de los individuos silvestres mediante la prueba t de 










1. Patrón de expresión de los péptidos CCAP y Bursicón
 1.1 Patrón de expresión de CCAP y Bursicón en larva de tercer 
estadio
 
Con el fin de confirmar el patrón de expresión previamente descrito, teñimos larvas de tercer estadio 
CCAP-Gal4 UAS-GFP con anticuerpos que reconocen las proteínas Bursicón, Dac y GFP. Monitori-
zamos la expresión de CCAP mediante el gen reportero que codifica la proteína GFP y observamos: 
4 CCAP-INs en el subesófago, una CCAP-IN en los hemisegmentos T1-A7 y una CCAP-NEs en 
los hemisegmento T3-A4. Identificamos las CCAP-NEs presentaron gracias a la expresión del mar-
cardor Dac (Veverytsa y Allan, 2011). A pesar de que el anticuerpo α-Bursicón presenta una señal 
más tenue en los segmentos anteriores, todas las neuronas CCAP/Bursicón mostraron expresión de 
GFP y Bursicón (Fig.R.1A, B-B’’). Además de estas 38 neuronas que conforman el patrón descrito 
en la literatura, en la parte final de la CNV, formada por los segmentos A8-A10, observamos dos 
tipos celulares adicionales. Encontramos de 2 a 4 células marcadas únicamente con α-GFP y de 2 a 4 
células marcadas con α-Bursicón α-Dac. Es posible que estas células sean las CCAP-PLs descritas por 
Veverytsa y Allan (Veverytsa y Allan, 2012). Sin embargo, estos autores identifican las CCAP-PLs 
en estadio de pupa, momento en el cual observan 6 células CCAP-PLs por CNV marcadas exclu-
sivamente CCAP. Dado que estas células no son objeto de este estudio no las hemos incluído en el 
esquema que recoge el patrón de expresión de las neuronas CCAP/Bursicón (Fig.R.1A). Por último, 
en ciertas ocasiones observamos una CCAP-NEs en los hemisegmentos A5-7. 
 1.2. Patrón de expresión de CCAP y Bursicón en embriones de 
estadio 17
Con el fin de dilucidar los mecanismos necesarios para la especificación de las neuronas CCAP/Bur-
sicón nos propusimos visualizar estas neuronas lo más tempranamente posible. Las neuronas CCAP/
Bursicón se identifican por primera vez al final del desarrollo embrionario, en el estadio 17 tardío 
(Campos-Ortega y Hartenstein, 1985), mediante una tinción inmunohistoquímica con anticuerpos 
que reconocen ambos neuropéptidos. Los embriones de este estadio se caracterizan por haberse desa-
rrollado durante 18 horas tras la puesta del huevo así como por permanecer dentro de la membrana 
vitelina y retener aire en sus tráqueas. 
  Tras teñir embriones silvestres de estadio 17 con los anticuerpos α-CCAP, α-Bursicón y 
α-Dac identificamos dos de los cuatro tipos neuronales descritos por Veverytsa y Allan (Veverytsa 
y Allan, 2012), las CCAP-INs y las CCAP-NEs tempranas. Observamos una CCAP-IN en cada 
hemisegmento de la CNV, desde el hemisegmento S1 hasta el hemisegmento A7, y una CCAP-NE 
temprana en los hemisegmentos T3-A4 (Fig.R.1A, C-C’’). Al igual que en la larva de tercer estadio, 
diferenciamos las CCAP-NEs del resto de neuronas CCAP/Bursicón gracias a la presencia del mar-




























































Fig.R.1. Patrón de expresión de los 
neuropéptidos CCAP y Bursicón
(A) Esquema del patrón de expresión de 
las neuronas CCAP/Bursicón en el SNC 
de embrión de estadio 17 y larva de ter-
cer estadio. En ambos estadios se observa 
una CCAP-IN desde el hemisegmento 
S1 hasta el hemisegmento A7 que expre-
sa Bursicón (verde) y CCAP (rojo). En 
embrión de estadio 17 se observa una 
CCAP-NE en los hemisegmentos T3-A4 
que expresa Bursicón (verde) y Dac (azul) 
y en algunos casos CCAP (rojo). En larva 
de tercer estadio siempre se observa una 
CCAP-NE en los hemisegmentos T3-
A4 expresando Bursicón (verde), CCAP 
(rojo) y Dac (azul). En ocasiones se de-
tectan CCAP-NEs en los hemisegmentos 
A5-7. (B,C) Expresión de Bursicón (ver-
de), CCAP (rojo) y Dac (azul) en el SNC 
de una larva de tercer estadio y de un 
embrión de estadio 17. (B’-B’’, C-C’’) 
Canales rojo y verde mostrados por sepa-
rado. Las barras blancas señalan la sepa-
ración entre los segmentos subesofágicos, 
torácicos y abdominales. (D) Ampliación 
del segmento T3 en el que se observa la 
expresión de Bursicón (verde), CCAP 
(rojo) y Dac (azul). (E-E’’) Ampliación 
de los segmentos S2, T3 y A5 en los que 
se observa la expresión de Lark (verde), 







anticuerpo α-CCAP, las CCAP-NEs de los segmentos A1-A4 se marcan de forma estocástica, mien-
tras que estas células siempre aparecen marcadas en tinciones con el anticuerpo α-Bursicón. Cabe 
igualmente notar que el anticuerpo α-Bursicón muestra una mayor señal en los segmentos posterio-
res mientras que el anticuerpo α-CCAP lo hace en los segmentos anteriores.
 Dado que las CCAP-INs y CCAP-NEs tempranas son las únicas neuronas CCAP/Bursicón 
identificables en embriones de estadio 17, centramos nuestro trabajo en entender cómo se especifican 
estos dos tipos celulares. En embriones de estadio 17 solo visualizamos un tipo de neuronas CCAP 
eferentes, las CCAP-NE tempranas, por lo que nos referiremos a ellas como CCAP-NEs. Al iniciar 
el proyecto generamos un anticuerpo que reconoce el neuropéptido CCAP (ver material y métodos), 
razón por la cual usamos preferentemente este anticuerpo para identificar las neuronas CCAP/Bur-
sicón mientras que utilizamos el anticuerpo α-Bursicón únicamente en los casos que lo requerían.
 Con el fin de caracterizar con mayor detalle las neuronas CCAP/Bursicón buscamos genes 
que pudieran estar expresándose en los dos tipos neuronales presentes en estadio 17. En tinciones 
con anticuerpos que reconocen las proteínas CCAP y Lark, observamos que el gen lark se expresa en 
el núcleo de todas las neuronas CCAP/Bursicón (Fig. R.E-E´´). lark desempeña un papel regulador 
en el reloj circadiano que controla la eclosión de la mosca adulta. Se ha descrito que en pupa, Lark 
se localiza en el citoplasma de las neuronas CCAP positivas mientras que en resto de neuronas se 
encuentra en el núcleo (Zhang et al., 2000). No observamos tal diferencia en embriones de estadio 
17.
2. Identificación del NB progenitor de las células CCAP/Bursi-
cón
Una aproximación para tratar de esclarecer las regulaciones génicas implicadas en la especificación de 
un tipo neuronal consiste en unir el destino final, la neurona diferenciada, con su célula progenitora, 
el NB. Trabajos de laboratorios independientes han permitido identificar de forma inequívoca los 
30 NBs que delaminan en cada hemisegmento en función de su posición, su momento de delami-
nación, la progenie que generan y la combinatoria única de marcadores moleculares que expresan 
(Bossing et al., 1996; Doe, 1992; Schmidt et al., 1997). Conocer el NB progenitor nos dará por tan-
to información sobre genes potencialmente implicados en la especificación de las neuronas CCAP/
Bursicón. En suma, identificar el NB de origen de una neurona es un elemento clave a la hora de 
comprender cómo esta se ha especificado.
 2.1. Coexpresión de las neuronas CCAP/Bursicón con distintos 
marcadores
La primera estrategia que seguimos para hallar el NB progenitor de las neuronas CCAP/Bursicón fue 







edu/doelab/NBmap.html). Estos marcadores permiten identificar en embriones de estadio 11, los 30 
NBs presentes por hemisegmento. Teñimos embriones de estadio 17 de diferentes líneas transgénicas 
lacZ que reproducen la expresión silvestre de un gen marcador, con los anticuerpos α-CCAP y α-β-
galactosidasa. Es importante señalar que existe un desfase entre el momento en el que los marcadores 
han sido descritos (estadio 11) y el momento en el que nosotros los visualizamos (estadio 17). Es 
posible que durante este tiempo algunas células ganen o pierdan la expresión de los genes marcado-
res. Por otra parte, salvo en los casos de gooseberry (gsb) (Buenzow y Holmgren, 1995) y eagle (eg) 
(Higashijima et al., 1996), la expresión de los distintos marcadores ha sido descrita en los NBs, no 
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Fig.R.2. Identificación del NB progenitor de las neuronas CCAP/Bursicón
(A ,B, D, E) Expressión de CCAP (rojo) y β-galactosidasa (verde) en un hemineurómero de embriones, gsb-lacZ (A), mirr-lacZ 
(B), ems-Gal4 UAS-lacZ (D) y hkb-lacZ (E). (C) Expresión de CCAP (rojo) y En (verde) en un hemineurómero de un embriones 
silvestre. (F) Expresión de CCAP (rojo) y GFP (verde) en un hemineurómero de un embrión eg-Gal4 UAS-GFP. (G-H) Ampliación 
de un hemineurómero de un embrión elav-Gal4 UAS-flp tub-G80ts Act5C>stop>lacZ crecido a 29ºC hasta estadio 9 y a 17ºC hasta 
estadio 17 en los que se muestra la expresión de CCAP (rojo) y β-galactosidasa (verde) y Dac (azul) (G) y β-galactosidasa (verde) y 
Lk (azul) (H). (I) Ampliación de un hemineurómero de un embrión ems-Gal4 UAS-flp tub-Gal80ts Act5C>stop>lacZ crecido a 29ºC 
hasta estadio 9 y a 17ºC hasta estadio 17, en el que se muestra la expresión de CCAP (rojo) y β-Galactosidasa (verde). Se adjunta un 
esquema que resume las condiciones experimentales (J) Esquema del patrón de NBs de un hemisegmento derecho de un embrión 
de estadio 11. Se muestra la expresión de distintos marcadores. El NB3-5 es el único NB que expresa ems pero no mirr, eg, hkb, 
gsb o en. En la parte baja de cada imagen se señala número del segmento que se muestra ampliado En todos los casos las tinciones 







 Comenzamos el estudio con el gen gsb, el cual se expresa en los NBs de la fila 5 y 6 así como 
en los NBs 7-1 y 7-3. gsb se expresa además en la progenie de todos ellos (Buenzow y Holmgren, 
1995). Las neuronas CCAP/Bursicón no presentan expresión de gsb01155-lacZ sino que se localizan 
en una posición anterior y lateral con respecto a las células gsb01155-lacZ positivas (Fig.R.2A). Por otra 
parte, miramos la expresión de mirror-lacZ (mirr-lacZ) en las neuronas CCAP/Bursicón sabiendo 
que mirr-lacZ es un marcador de los NBs más anteriores. Observamos que las neuronas CCAP/
Bursicón ocupan una posición posterior y lateral con respecto a las células generadas por NBs de las 
filas 1, 2 y 3 y marcadas con mirr-lacZ, si bien ellas mismas no expresaban este marcador (Fig.R.2B). 
Asimismo, teñimos embriones silvestres con los anticuerpos α-CCAP y α-En y comprobamos que las 
neuronas CCAP/Bursicón se localizaban anteriormente a las células de las filas 6 y 7  caracterizadas 
por la expresión de En (Fig.R.2C). 
 La posición de las neuronas CCAP/Bursicón con respecto a estos marcadores topográficos 
indica que su NB progenitor pertenece a la fila 4 y ocupa una posición lateral. Teniendo en cuenta 
estos criterios, el número de NBs candidatos se reduce a tres, el NB 3-3, el NB 3-5 y el NB 4-4. Estos 
tres NBs son además los tres únicos NBs que expresan empty spiracles (ems) (Birkholz et al., 2013; 
Hartmann et al., 2000). Estos autores sugieren que la expresión de ems se mantiene en la progenie de 
los NBs 3-5 y 4-4 pero no en la del 3-3. En una tinción de embriones de estadio 17 ems-Gal4 UAS-
lacZ con anticuerpos α-Bursicón, α-β-galactosidasa y α-Dac observamos que tanto las CCAP-INs 
como las CCAP-NEs expresan lacZ, lo que sugiere que el NB progenitor de estas células es uno de 
los tres NBs Ems positivos (Fig.R.2D).
 Con el fin de discriminar entre estos tres NBs, estudiamos la expresión de huckebein (hkb5953-
lacZ). Se ha descrito que hkb se expresa en el NB 4-4 y no en el NB 3-5 ni en el NB 3-3. Las neuronas 
CCAP/Bursicón no mostraron expresión de este marcador (Fig.R.2E), por lo que descartamos el NB 
4-4. Además, mediante una tinción de embriones eg-Gal4 UAS-GFP con los anticuerpos α-GFP y 
α-CCAP comprobamos que las neuronas CCAP/Bursicón no expresan eg (Fig.R.2F), un marcador 
de los NBs 2-4, 3-3, 6-4 y 7-3 y de sus linajes (Higashijima et al., 1996).
 Del estudio de la coexpresión del CCAP con distintos marcadores inferimos que el NB pro-
genitor de las neuronas CCAP/Bursicón es probablemente el NB 3-5 (Fig.R.2J). 
 2.2. Identificación del momento de delaminación del NB proge-
nitor de las neuronas CCAP/Bursicón
Los tres NBs Ems positivos se distinguen entre sí por su momento de delaminación. El NB 3-5 
delamina en el estadio 8, mientras que los NBs 4-4 y 3-3 lo hacen en el estadio 11. Para reforzar 
los resultados anteriores quisimos determinar si las neuronas CCAP/Bursicón proceden de un NB 
de delaminación temprana o tardía. Con este fin marcamos con β-galactosidasa únicamente las 







Gal80ts Act5C>stop>lacZ(ver material y métodos). Realizamos una triple tinción con los anticuer-
pos α-β-galactosidasa, α-CCAP y α-Dac en embriones de estadio 17 y observamos expresión de 
β-galactosidasa tanto en CCAP-INs como en CCAP-NEs (Fig.R.2G). Como control comprobamos 
que las neuronas ABLKs no estaban marcadas (Fig.R.2H). Estas neuronas pertenecen al linaje del 
NB 5-5, un NB que al igual que el NB 4-4 y el NB 3-3 delamina en estadio 11 y pueden identificarse 
con una tinción con el anticuerpo α-Leucoquinina (Benito-Sipos et al., 2010). Realizamos el mismo 
experimento pero dirigiendo esta vez la expresión de β-galactosidasa con ems-Gal4. Al igual que en 
el caso anterior encontramos neuronas CCAP/Bursicón con expresión de β-galactosidasa (Fig.R.2I).
 Estos resultados nos indican que el NB progenitor de las neuronas CCAP/Bursicón expresa 
Ems y delamina antes del estadio 10. Así, concluimos que el NB 3-5 es el progenitor de las neuronas 
CCAP/Bursicón ya que es el único NB que cumple estas condiciones (Fig.R.2J). No encontramos 
diferencias en el comportamiento de estas neuronas en los diferentes segmentos por lo que conclui-
mos que todas tienen el mismo NB progenitor.
 
 2.3. Estudio de la función de los genes columnares en la especifi-
cación de las neuronas CCAP/Bursicón
Los genes columnares vnd, ind y Msh se expresan en el neuroectodermo definiendo tres colum-
nas paralelas a la línea media (Chen et al.; Isshiki et al., 1997; McDonald et al., 1998), lo que les 
convierte en marcadores topográficos en el eje dorso-ventral. Estudiamos la expresión de estos tres 
genes tiñiendo embriones de estadio 17 vnd-lacZ, ind-lacZ y MshΔ96-lacZ con anticuerpos α-CCAP 
y α-β-galactosidasa. Solo en el caso de la línea Msh-lacZ observamos expresión de β-galactosidasa 
en las neuronas CCAP/Bursicón (Fig.R.3A, B, C). Dado que los NBs 3-3, 3-5 y 4-4, a pesar de no 
expresar ellos mismos Msh, delaminan de una región neuroectodérmica Msh positiva (Isshiki et al., 
1997), es posible que la expresión de β-galactosidasa en las neuronas CCAP/Bursicón de cuenta de 
la expresión de Msh en el NE de origen de estos NBs.
 Mediante tinciones con el anticuerpo α-CCAP en embriones de estadio 17, analizamos el 
efecto de la falta de función y de la expresión ectópica de los genes columnares en la especificación 
de las neuronas CCAP/Bursicón. Los mutantes ind (ind16.2) mostraron una disminución significativa 
en el número de neuronas CCAP/Bursicón (Fig.R.3E, I, J y tabla 1), mientras que en mutantes vnd 
(vnd6) y Msh (MshD68) el número de neuronas CCAP/Bursicón no se vio afectado (Fig.R.3D, E, G, 
I, J y tabla 1). Al expresar ectópicamente ind y Msh en el NE con scabrous-Gal4 (sca-Gal4 UAS-ind 
y sca-Gal4 UAS-Mshm25m6) no observamos ningún fenotipo (Fig.R.3F, H, I, J y tabla 1). No pudi-
mos analizar el efecto de la expresión ectópica de vnd ya que esta produjo la muerte temprana de 
los embriones. Estos resultados no apoyan la hipótesis según la cual el NB 3-5 es el progenitor de 
las neuronas CCAP/Bursicón. Sin embargo, no se ha establecido con claridad el papel de los genes 
columnares en el control de la identidad de los NBs. En el caso la falta de función de Msh, tan solo se 







a la columna intermedia, el NB 4-2 (Isshiki et al., 1997). Por otra parte, se ha observado que la falta 
de función de ind elimina los NBs de la columna intermedia, pero su posible efecto sobre los NBs 
más dorsales no ha sido examinado (Weiss et al., 1998). Con lo que estos resultados, sin confirmar 








































































CCAP-IN        
CCAP-NE      
Fig.R.3. Función de los genes columna-
res en la especificación de las neuronas 
CCAP/Bursicón
(A-C) Expresión de CCAP (rojo) y 
β-galactosidasa (verde) en un hemineu-
rómero de embriones de estadio 17 vnd-
lacZ (A), ind-lacZ (B) y MshΔ96-lacZ (C). 
Expresión de CCAP (gris) en el SNC de 
embriones de estadio 17 vnd6 (D), ind16.2 
(E), scaGal4 UAS-ind (F), MshD68 (G), 
sca-Gal4 UAS-Mshm25m6 (H). (I) Esquemas 
en los que se representa la expresión de 
CCAP en la mitad derecha de una CNV 
en los distintos genotipos estudiados. La 
barra vertical indica la línea media. S: sub-
esófago, T: tórax, A1: abdominal A1, A7: 
abdominal A7. (J) Histograma en el que 
se indica el número medio de neuronas 
CCAP/Bursicón en el subesófago, tórax y 
abdomen en los fenotipos anteriores. Las 
barras de error representan las desviaciones 
típicas de la media. El asterisco señala los 
casos en los que las diferencias con respec-








3. Análisis del linaje temprano del NB 3-5
Para integrar los resultados obtenidos y tratar de entender así las regulaciones génicas que dan lugar 
las neuronas CCAP/Bursicón es de gran utilidad conocer cuántas neuronas genera el NB 3-5, por 
qué ventanas temporales pasa y cuál es la duración de cada una de ellas. 
 Se ha descrito que el NB 3-5 se genera durante la primera ola de delaminación, en estadio 
8 (Doe, 1992). Según los datos de Shmidt et al. (Schmidt et al., 1997), en embriones de estadio 14 
el NB 3-5 ha generado de 19 a 24 interneuronas con proyecciones tanto ipsilaterales como contra-
laterales. Schmid et al. (Schmid et al., 1999) señalan que en embriones de estadio 17, el linaje del 
NB 3-5 se compone de 12 a 15 interneuronas, además de una motoneurona en el hemisegmento 
T1 y una célula glial en los hemisegmentos abdominales. Ambos estudios se realizaron en embrión 
momento en el cuál las proyecciones axonales de las CCAP-NEs son difícilmente apreciables, lo que 
explica que ninguno de los autores identifique neuronas eferentes en los segmentos T3-A4 .
 En nuestro trabajo estudiamos el linaje del NB 3-5 desde el momento de su delaminación, 
en el estadio 8, hasta el estadio 11. Durante este periódo de tiempo el NB 3-5 y su progenie son las 
únicas células de la CNV que expresan ems. A partir del estadio 11, al delaminar los otros dos NBs 
Ems positivos, los NBs 3-3 y 4-4, el linaje del NB 3-5 no puede identificarse de forma inequívoca 
(Fig.R.4A-C´). Para llevar a cabo la descripción del linaje del NB 3-5 teñimos embriones de estadio 
8 a 11 con los siguientes anticuerpos: α-Ems para localizar el NB 3-5 y su progenie, α-Deadpan 
(Dpn) para diferenciar los NBs y CMGs del resto de tipos celulares (Bier et al., 1992), y α-Hb, α-Kr 
y α-Pdm para identificar las células pertenecientes a las diferentes ventanas temporales. 
 Tras delaminar, en el estadio 8, el NB 3-5 expresa Ems, Hb, Kr y Pdm. Posteriormente, se 
divide originando la primera CMG, la cual da lugar a dos células que expresan los mismos marcado-
res. En el estadio 10, el NB deja de expresar Pdm pero mantiene la expresión de Hb y Kr mientras 
genera la segunda CMG. Esta se divide dando lugar a su vez dos células. Finalmente, en el estadio 
11 temprano, el NB 3-5 expresa únicamente Kr y produce una tercera CMG que genera dos células 
más. De este apartado concluimos que durante la ventana Hb, el NB 3-5 se divide dos veces gene-
rando cuatro células (Fig.R.4D-G y Fig.R.5A-E).
4. Estudio del papel de los genes homeóticos en la adquisición 
del destino CCAP/Bursicón
Las neuronas CCAP/Bursicón presentan un patrón heterogéneo a lo largo del eje antero-posterior: 
en embriones tardíos las CCAP-INs están presentes en todos los segmentos de la CNV, mientras que 
las CCAP-NEs tempranas aparecen solo del T3 al A4. Los responsables últimos de estas diferencias 











































































Fig.R.4. Análisis del linaje temprano del NB3-5 (I)
(A, B, C) Expresión de Ems (verde) Hb (rojo) y Dpn (azul) en cuatro segmentos abdominales del SNC de embriones silvestres de 
estadio 9 tardío (A) estadio 10 (B) y estadio 11 (C). Los canales verde y azul se muestran por separado. (A´, B´, C´) Ampliación 
del plano focal donde se encuentra el NB3-5 señalado en las imágenes A, B, C por las puntas de flecha. Se muestra la expresión de 
Ems (verde) y Dpn (azul) así como los dos canales por separado. En estadio 9 tardío se observa únicamente el NB3-5, en estadio 10 
se observa también el NB4-4 aunque este se encuentra en un plano focal más externo. Por último, en estadio 11 se observan los tres 
NB Ems positivos, los NB3-3, 3-5 y 4-4,  situados en el mismo plano. (D-G) Expresión de Dpn (verde), Hb (rojo) y Ems (azul) en 
un hemineurómero izquierdo abdominal de embriones silvestres de estadio 9, 10 y 11. En cada caso se muestra un esquema de los 
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Fig.R.5. Análisis del linaje temprano del NB3-5 (II)
(A-B) Expresión de Kr (verde), Hb (rojo) y Ems (azul) en un hemineurómero izquierdo de embriones de estadio 11 temprano. Se 
muestra dos planos focales, en el primero se encuentran situados los NBs (A) y en el segundo, más interno, las neuronas (B). Los 
resultados observados se esquematizan en el dibujo adyacente. (C-D) Expresión de Pdm (verde), Hb (rojo) y Ems (azul) en un he-
mineurómero izquierdo de embriones de estadio 11 temprano. Se muestran dos planos focales, en el primero se encuentran situados 
los NBs (C) y en el segundo, más interno, las neuronas (D). Los resultados observados se esquematizan en el dibujo adyacente. (E) 







 4.1. Análisis de la función de los genes homeóticos en la especifi-
cación de las neuronas CCAP/Bursicon
Como primera aproximación estudiamos el efecto de la falta de función y la expresión ectópica de los 
distintos genes homeóticos sobre el patrón de expresión de las neuronas CCAP/Bursicón. Durante el 
desarrollo del SNC de Drosophila melanogaster, los genes homéoticos actúan a tres niveles: en el neu-
roectordermo, en los NBs y en su progenie (revisado por Estacio-Gomez y Diaz-Benjumea, 2013; 
Rogulja-Ortmann y Technau, 2008), por lo que estudiamos la expresión ectópica de todos ellos tanto 
en NBs (wor-Gal4) como en neuronas (elav-Gal4). La proteína Elav se expresa exclusivamente en las 
neuronas, de modo que la construcción elav-Gal4 ha sido regularmente utilizada para dirigir de ma-
nera específica las expresiones ectópicas en este tipo celular. Sin embargo, Berger et al. describieron 
que esta construcción se expresa también en algunos NBs (Berger et al., 2007). Comprobamos que 
esto no sucedía en el linaje del NB 3-5 tiñendo embriones elav-Gal4 UAS-GFP de estadio 11 con los 
anticuerpos α-GFP y α-Ems (Fig.S.1).
 La falta de función de lab (lab4), pb (pb10), Dfd (Dfd1), Scr (Scr4) y Antp (Antp25) así como 
en sus respectivas expresiones ectópicas, tanto con wor-Gal4 como con elav-Gal4 dieron lugar a un 
patrón silvestre de expresión de CCAP (Fig.R.6A-E, I-N, Q-V, Z y tabla 1). Por el contrario, tanto la 
falta de función, como la expresión ectópica de Ubx, abd-A y Abd-B provocaron distintos fenotipos 
que detallaremos a continuación.
 4.2. Estudio de la función de los genes Ubx y abd-A
  4.2.1. Ubx y abd-A actúan de forma redundante en la especificación de 
las CCAP-NEs de los segmentos del T3 al A4
Las CCAP-NEs, tanto tempranas como tardías se generan únicamente desde el segmento T3 al 
segmento A7. Su patrón de expresión coinciden por lo tanto con el de Ubx, ya que este se expresa 
desde el segmento T2 anterior hasta el segmento A7 anterior (Hirth et al., 1998). En primer lugar 
analizamos la expresión de Ubx en las neuronas CCAP/Bursicón. Con este fin teñimos embriones 
silvestres de estadio 11 con los anticuerpos α-Ems y α-Ubx. Observamos que todas las células del 
linaje temprano del NB 3-5 del segmento T3 al segmento A7, así como el propio NB 3-5, expresaban 
Ubx (Fig.R.7A). Posteriormente, realizamos una tinción con los anticuerpos α-CCAP y α-Ubx en 
embriones silvestres de estadio 17 y observamos que todas las CCAP-NEs tempranas, presentes en 
los segmentos T3 a A4, expresaban Ubx. Las CCAP-INs correspondientes a estos segmentos también 
presentaban expresión de Ubx, sin embargo no observamos expresión de Ubx las neuronas CCAP-
Bursicón de los demás segmentos (Fig.R.7B). Por último, teñimos larvas de tercer estadio con los 
anticuerpos α-CCAP y α-Ubx. Encontramos expresión de Ubx en las mismas neuronas que en el 
caso anterior exceptuando las neuronas del segmento T3, las cuales, no mostraron señal de Ubx en 
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Fig.R.6. Estudio del papel de los genes homeóticos 
(A-H) Expresión de CCAP en el SNC de embriones de estadio 17 lab4 (A), pb10(B), Dfd1 (C), Scr4 (D), Antp14 (E), Ubx6.28 (F), abd-
AM1 (G), Abd-B M1 (H). (I) Histograma en el que se indica el número medio de neuronas CCAP/Bursicón en el subesófago, tórax y 
abdomen en los fenotipos anteriores. (J-P) Expresión de CCAP en el SNC de embriones de estadio 17 en los que se expresó ectopi-
camente con wor-Gal4  UAS-lab (J), UAS-pb (K), UAS-Dfdw4 (L), UAS-Scr (M), UAS-Antp (N), UAS-UbxIAI (Ñ), UAS-abd-A20-10-1 
(O), UAS-Abd-B m25G19 (P). (Q) Histograma en el que se indica el número medio de neuronas CCAP/Bursicón en el subesófago, 
tórax y abdomen en los fenotipos anteriores. (R-Y) Expresión de CCAP en el SNC de embriones de estadio 17 en los que se expresó 
ectopicamente con elav-Gal4  UAS-lab (R), UAS-pb (S), UAS-Dfdw4 (T), UAS-Scr (U), UAS-Antp (V), UAS-UbxIAI (W), UAS-abd-
A20-10-1 (X), UAS-Abd-B m25G19 (Y). (Z) Histograma en el que se indica el número medio de neuronas CCAP/Bursicón en el subesó-
fago, tórax y abdomen en los fenotipos anteriores. Las barras de error representan las desviaciones típicas de la media. El asterisco 







  Por otra parte, estudiamos la falta de función de Ubx tiñendo embriones mutantes para Ubx 
(Ubx6.28) de estadio 17 con los anticuerpos α-Bursicón y α-Dac. Estos embriones no presentaron 
ninguna CCAP-NEs en los segmentos T3 y A1. Las CCAP-INs así como las CCAP-NEs de los 
segmentos A2, 3 y 4 no se vieron afectadas (Fig.R.7H,Ñ y tabla 1). Desde el segmento A1 posterior 
hasta el A7 posterior se expresa, junto a Ubx, el gen abd-A. Es posible que ambos genes jueguen 
un papel redundante en la especificación de las CCAP-NEs en aquellos segmentos en los que se 
coexpresan (del segmento A1 posterior al segmento A7). Embriones mutantes para abd-A (abd-AM1) 
teñidos con el anticuerpo α-CCAP dieron lugar a un fenotipo silvestre (Fig.R.6G-I y tabla 1). Sin 
embargo, embriones de estadio 17 dobles mutantes para Ubx y abd-A (UbxMX6 abd-AM1) teñidos con 
los anticuerpos α-Bursicón y α-Dac no presentaron ninguna CCAP-NEs mientras que el número de 
CCAP-INs no se vió afectado (Fig.R.7I,Ñ y tabla 1). Por lo tanto, concluimos que Ubx se requiere en 
los segmentos T3-A1 para la correcta especificación de las CCAP-NEs y que en los segmentos A2-4, 
Ubx y abd-A tienen una función redundante en la especificación de las neuronas CCAP/Bursicon.
 
 Ubx y abd-A se expresan en los segmentos A1-A7 en patrones complementarios: Ubx se ex-
presa preferentemente en la parte anterior de los segmentos (Carroll et al., 1988) y abd-A lo hace en 
la parte posterior (Macias et al., 1990). Esta observación sugiere que Ubx y abd-A están regulándose 
negativamente el uno al otro. En el SNC, se ha observado que la falta de función de abd-A desreprime 
la expresión de Ubx (Bender, 2008), mientras que la falta de función de Ubx no afecta a la expresión 
de abd-A (Karch et al.,1990). Por otra parte, se han identificado neuronas que expresan ambos genes 
(Estacio-Gomez, 2013). Dado que es posible que la relaciones reguladoras entre sean específicas de 
cada tipo célular estudiamos la expresión de Abd-A en individuos silvestres y mutantes para Ubx 
(Ubx6.28). Embriones de estadio 17 tanto de ambos genotipos teñidos con los anticuerpos α-Abd-A y 
α-CCAP no presentaron ninguna neurona CCAP/Bursicón con expresión de Abd-A (Fig.R.7D,E). 
Tratamos de visualizar la expresión de este Abd-A en el linaje del NB3-5 en embriones de estadio 
11 silvestres y mutantes para Ubx (Ubx6.28) tiñéndolos con los anticuerpos α-Ems y α-Abd-A. Sin 
embargo, en ambos casos solamente pudimos observar una señal basal de fondo (Fig.R.7F-G´). De 
estos resultados concluimos que en tanto en embriones silvestres como mutantes para Ubx, abd-A 
debe expresarse a niveles bajos, indetectables con el anticuerpo que disponemos.
  4.2.2. La expresión ectópica de Ubx es suficiente para evitar la apoptosis 
de las CCAP-NEs de los segmentos del S1 al T2
Una vez estudiada la pérdida de función de Ubx pasamos a analizar el efecto de su expresión ectó-
pica. Mientras que en embriones de estadio 17, la expresión ectópica de Ubx en NBs (wor-Gal4 
UAS-UbxIAI) da lugar a un fenotipo silvestre, la expresión ectópica en neuronas (elav-Gal4 UAS-
UbxIAI) provoca la aparición de neuronas CCAP/Bursicón extras en los segmentos más anteriores, del 
segmento S1 al segmento T2 (Fig.R.6Ñ, Z y tabla 1). Teñimos estos últimos embriones (elav-Gal4 
UAS-UbxIAI) con los anticuerpos α-Bursicón y α-Dac y constatamos que las neuronas CCAP/Bur-
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Fig.R.7 Ubx o abd-A se requieren para evitar la apoptosis de las CCAP-NEs
(A) Expresión de Ubx (verde) en el linaje temprano del NB3-5 marcado con Ems (rojo). (B-C) Expresión de Ubx (verde) y CCAP 
(rojo) en los hemineurómeros T3, A3 y A5 de embriones silvestres de estadio 17 (B) y larva 3 (C) (D) Expresión de Abd-A (verde) 
y CCAP (rojo) en distintos hemineurómeros de embriones de estadio 17, silvestres (D) y Ubx6.28(E). (F-G) Expresión de Abd-A 
(verde) y Ems (rojo) en embriones de estadio 11, silvestres (F) y Ubx6.28 (G).  Se muestra un plano focal en el que se localiza el NB3-5 
y otro en el que se observa las neuronas del linaje. El número del hemineurómero del que se muestra la ampliación viene indicado 
en la parte baja de cada imagen. (H-M) Expresión de Bursicón en el SNC de embriones Ubx6.28 (H), UbxMX6 abd-AM1 (I), elav-Gal4 
UAS-UbxIAI(J), Df(3L)H99 (K), Df(3L)H99 Ubx6.28 (L) y elav-Gal4 UAS-Abd-A20-10-1 (M). En la parte baja de la imagen se muestra 
la ampliación del segmento señalado por la punta de flecha donde se observa la expresión de Bursicón (rojo) y Dac (verde). Los 
círculos blancos indican la presencia de una CCAP-IN (IN) o una CCAP-NE (NE). Se indica en cada caso el número de segmento 
ampliado. (Ñ) Esquemas en los que se representa la expresión de Bursicón en la mitad derecha de una CNV en los distintos genoti-







 Para analizar la función llevada a cabo por Ubx en estas neuronas estudiamos el patrón de 
expresión de Bursicón en individuos en los cuales no se produce apoptosis. La deficiencia Df(3L)
H99 elimina los tres genes responsables de la apoptosis en Drosophila melanogaster, reaper (rpr), 
head involution defective (hid) y grim (White et al., 1994), por lo que teñimos embriones de estadio 
17 portadores de esta deficiencia con los anticuerpos α-Bursicón y α-Dac (Fig.R.7K,Ñ y tabla 1). 
Observamos CCAP-NEs ectópicas en los segmentos S1-T2, el mismo fenotipo que obtuvimos al 
expresar ectópicamente Ubx en neuronas (elav-Gal4 UAS-UbxIAI). Por último, expresamos ectópica-
mente Ubx en embriones Df(3L)H99 y de igual modo, al teñirlos con los anticuerpos α-Bursicón y 
α-Dac observamos CCAP-NEs ectópicas en los segmentos anteriores (Fig.R.7L,Ñ y tabla 1). Estos 
resultados sugieren, que en individuos silvestres, las CCAP-NEs de los segmentos S1-T2 mueren por 
apoptosis y que esta puede ser rescatada mediante la expresión de Ubx.
  4.2.3. La expresión ectópica de abd-A causa la pérdida de las neuronas 
CCAP/Bursicón
Teniendo en cuenta el papel redundante de Ubx y abd-A en la especificación de las neuronas CCAP/
Bursicón, quisimos comprobar si la expresión ectópica de abd-A era, al igual que la de Ubx, capaz 
de evitar la apoptosis de las CCAP-NEs de los segmentos más anteriores. Para ello expresamos ectó-
picamente abd-A en neuronas (elav-Gal4 UAS-abd-A20-10-1) y teñimos embriones de estadio 17 con 
este genotipo con los anticuerpos α-Bursicón y α-Dac. En esas condiciones observamos una pérdida 
prácticamente total de las neuronas CCAP/Bursicón (Fig.R.7M,Ñ y tabla 1). Repetimos el experi-
mento pero criendo los embriones a 17ºC con el fin de expresar abd-A a niveles más bajos. En este 
caso observamos un fenotipo silvestre (datos no mostrados).
 4.3. Abd-B reprime la expresión de los neuropéptidos CCAP y 
Bursicón en las CCAP-NEs tardías
De acuerdo con los resultados de Veverystsa et al., las CCAP-NEs tardías, presentes en los segmentos 
A4-7 se generan durante la neurogénesis embrionaria pero no expresan ningún neuropéptido hasta el 
estadio de pupa (Veverytsa y Allan, 2013). No obstante, en este trabajo identificamos por primera vez 
estas células en larvas de tercer estadio (Fig.R.1A-B´´). Dado que en ningún caso podemos identificar 
estas neuronas en embriones de estadio 17, cabe preguntarse por qué las CCAP-NEs tardías sufren 
un retraso en su diferenciación. Abd-B se expresa siguiendo un gradiente creciente desde segmento 
A5 hasta el segmento A9 (Celniker et al., 1989), por lo que podría ser el responsable de las diferen-
cias existentes entre las CCAP-ENs tempranas, presentes en los segmentos T3-A4 y las CCAP-ENs 
tardías, presentes en los segmentos A5-A7.
  4.3.1. Expresión de Abd-B a lo largo del desarrollo 







Fig. R.8. Abd-B reprime la expresión de los neuropéptidos CCAP y Bursicón en las CCAP-NE tardías y evita su muerte por 
apoptosis
(A-C) Expresión de Abd-B (verde) y Bursicón (rojo) en el parte final de la CNV de embriones de estadio 17 (A), larva de segundo 
estadio (B) y larva de tercer estadio (C). La barra blanca indica el comienzo del segmento A5. (D-D´´) Expresión de Dac (verde) y 
Bursicón (rojo) en el SNC de un embrión de estadio 17 Abd-BM1. Se muestra el SNC central completo (D), una ampliación de los 
segmentos abdominales (la barra roja indica el comienzo del segmento A1) (D´), y una ampliación del segmento A7 marcado en la 
imagen anterior con la punta de flecha rojo. Se señala la presencia de una CCAP-IN (IN) y una CCAP-NE (NE) mediante círculos 
blancos (D´´). (E) Expresión de Dac (verde) y Bursicón (rojo) en una larva de segundo estadio elav-Gal4 UAS-AdbB ARNi crecida a 
29ºC. Se muestra la ampliación del segmento A7 así como los canales rojo y verde por separado. (F) Expresión de Dac (verde) y Bur-
sicón (rojo) en el SNC de una larva de segundo estadio elav-Gal4 UAS-Abd-B m25G19 crecido a 29ºC. (G) Expresión de GFP (verde) 
y CCAP (rojo) en el SNC de una larva de tercer estadio CCAP-Gal4 UAS-GFP UAS-Abd-Bm25G19. Se muestra una ampliación de la 
sección marcada por el rectángulo blanco, correspondientes a los segmentos A1-3, así como el canal rojo por separado. Las puntas de 
flechas señalan neuronas CCAP/Bursicón marcadas con GFP pero que no expresan CCAP. (H) Expresión de Dac (verde) y Bursicón 
(rojo y gris) en el SNC de embriones de estadio 17  Ubx922 Abd-BM5(H) y Ubx1 abd-Ap24 Abd-BD18 (I). Se muestra una ampliación 
del segmento A5 y A2 respectivamente. (J) Esquemas en los que se representa la expresión de Bursicón en la mitad derecha de una 
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Bursicón, realizamos tinciones de embriones de estadio 17 y larvas de segundo y tercer estadio sil-
vestres con los anticuerpos α-Abd-B y α-Bursicón. Tanto en embriones tardíos como en larvas de 
segundo estadio observamos expresión de Abd-B desde el segmento A5 hasta el final del la CNV. Sin 
embargo, en larvas de tercer estadio observamos una expresión de Abd-B era más débil y únicamen-
te pudimos detectarla a partir del segmento A8 (Fig.R.8A-C). Si bien es cierto que Garaulet et al. 
(Garaulet et al., 2014) describen en larvas de tercer estadio una señal más fuerte de Abd-B de la que 
nosotros observamos, estos autores realizan las tinciones con un anticuerpo α-Abd-B diferente al que 
nosotros hemos utilizado. La diferente afinidad de los anticuerpos puede dar cuenta de las diferencias 
entre ambas observaciones. Con las herramientas de las que disponemos, nosotros encontramos una 
disminución de la señal de Abd-B a lo largo del desarrollo que coincide temporalmente con la activa-
ción de la expresión de CCAP y Bursicón en las neuronas CCAP-NEs tardías, además no observamos 
expresión de Abd-B en las neuronas CCAP/Bursicón.
  4.3.2. La falta de función de Abd-B permite la diferenciación de las 
CCAP-NEs tardías al final de la embriogénesis
Analizamos la falta de función de Abd-B tiñendo embriones mutantes para Abd-B (Abd-BM1) de 
estadio 17 con los anticuerpos α-Bursicón y α-Dac. De este modo, observamos la aparición de las 
CCAP-NEs tardías en los segmentos A4-A7 (Fig.R8D-D´´, J tabla 1). Encontramos el mismo feno-
tipo al expresar el ARN de interferecencia de Abd-B en neuronas (elav-Gal4 UAS-Abd-B-ARNi12024)
(FigR.8E y tabla 1). En este caso realizamos la tinción en un momento más avanzado del desarrollo, 
en larva de segundo estadio, para garantizar que ARN de interferencia funcionase correctamente.
  4.3.3. La expresión ectópica de Abd-B impide la diferenciación de todas 
las neuronas CCAP/Bursicón
Paralelamente, expresamos Abd-B ectópicamente en neuronas (elav-Gal4 UAS-Abd-Bm2SG19). Embrio-
nes de estadio 17 con este genotipo y teñidos con anticuerpos que reconocen las proteínas Bursicón y 
Dac no presentaron ninguna neurona CCAP/Bursicón (Fig.R.8F, J y tabla 1). Asimismo, analizamos 
si Abd-B era capaz de reprimir la expresión de los neuropéptidos CCAP y Bursicón una vez que las 
neuronas ya habían adquirido su identidad final expresando ectópicamente Abd-B con CCAP-Gal4. 
CCAP-Gal4 empieza a expresarse en larva de segundo estadio por lo que teñimos larvas de tercer 
estadio CCAP-Gal4 UAS-Abd-B m2SG19 UAS-GFP con los anticuerpos α-CCAP y α-GFP. En una 
misma CNV encontramos tres situaciones distintas: en ciertos segmentos observamos las neuronas 
CCAP/Bursicón mediante la señal de CCAP y GFP; en otros no pudimos localizar las neuronas ya 
que carecían de expresión de ambas proteínas; por último, encontramos neuronas con señal de GFP 
pero no de CCAP (Fig.R.8G). Es posible que la proteína GFP se exprese en mayor cantidad o bien 
tenga una vida media más larga que el péptido CCAP y por tanto perdure durante más tiempo. En 
ambos casos, los resultados obtenidos sugieren que Abd-B es capaz de reprimir la expresión del neu-







  4.3.4.Ubx y abd-A evitan la apoptosis de las CCAP-NEs tardías 
Nuestros resultados anteriores indican que se requiere la expresión de Ubx para evitar la apoptosis de 
las CCAP-NEs de los segmentos T3-A4. Teniendo en cuenta que Ubx se expresa en el linaje tempra-
no del NB3-5 desde el segmento T3 al A7, es posible que también se requiera para la supervivencia 
de las CCAP-NEs de los segmentos A5-7. Para comprobar esta hipótesis teñimos embriones de esta-
dio 17 Ubx922 Abd-BM5  con los anticuerpos α-Bursicón y α-Dac. En estas condiciones identificamos 
una CCAP-EN por hemisegmento, desde el A2 al A7 y una CCAP-IN en todos lo hemisegmentos 
de la CNV (Fig.R.8H, J y tabla 1). Abd-BM5 es una mutación puntal que afecta al gen Abd-B pero 
no al ARN no codificante iab-8 (Foronda et al., 2006). Se ha descrito que en el sistema nervioso 
embrionario la falta de función de Abd-B no altera la expresión de abd-A (Gummalla et al., 2012), 
por lo tanto inferimos que abd-A esta rescatando la muerte de las CCAP-ENs de los segmentos A2-
A7. Para comprobarlo teñimos embriones de estadio 17 mutantes para Ubx, abd-A y Abd-B (Ubx1 
abd-AP24 Abd-BD18) con los anticuerpos α-Bursicón y α-Dac. En este caso no observamos ninguna 
CCAP-NE (Fig.R.8I, J y tabla 1) mientras que el patrón de CCAP-INs no se vió afectado. Estos 
resultados sugieren que se requiere de la expresión Ubx o abd-A para evitar la muerte de las CCAP-
NEs de los segmentos A5-7.    
5. Identificación de la ventana temporal en la que se generan las 
células CCAP/Bursicón
Los genes temporales, hb, Kr, Pdm, cas y grh, se expresan de forma secuencial en los NBs, otorgán-
doles a estos la facultad de generar CMGs con distintas identidades. Los NBs originan de esta forma 
distintos destinos neuronales en función del gen temporal que expresen en cada momento. Determi-
nar la ventana temporal en la que se generan las neuronas CCAP/Bursicón supone identificar uno de 
los genes maestros implicados en su especificación así como poner en relación estas neuronas con el 
resto de células del linaje.
 5.1. Las células CCAP/Bursicón se generan en la ventana Hb
Como primera aproximación, estudiamos el patrón de neuronas CCAP/Bursicón en embriones mu-
tantes para cada uno de los genes temporales. Teñimos estos embriones de estadio 17 con anticuer-
po α-CCAP y observamos un fenotipo silvestre en todos ellos salvo en los mutantes para hb (hbP1 
hbFB). Estos embriones no presentaron ninguna neurona CCAP/Bursicón (Fig.R9A-F y tabla 1). Para 
comprobar estos datos examinamos el efecto de la expresión ectópica en NBs de los distintos genes 
temporales. Solo en el caso de hb (wor-Gal4 UAS-hbF4A) obtuvimos un fenotipo diferente del silvestre 
que detallaremos a continuación (Fig.R9G-L y tabla 1). Los embriones wor-Gal4 UAS-Kr no llega-
ron a estadio 17 por lo que expresamos ectópicamente Kr con línea insc-Gal4, la cual también dirige 







Fig.R.9. Identificación de la ventana temporal en la que se generan las neuronas CCAP/Bursicón
(A-E) Expresión de CCAP en el SNC de embriones mutantes de estadio 17 hb1 hbFB (A), Kr1 KrCD (B), Df(2L)
ED773 (pdm) (C), casD1 (D), grhIM (E). (F) Histograma en el que se indica el número medio de neuronas CCAP/
Bursicón en el subesófago, tórax y abdomen en los fenotipos anteriores. (G-K) Expresión de CCAP en el SNC de 
embriones de estadio 17 en los que se expresó ectópicamente con wor-Gal4  UAS-hbF4A (G), UAS-Kr (en este caso 
se utilizó insc-Gal4) (H), UAS-pdm (I), UAS-cas (J), UAS-grh (K). (Q) Histograma en el que se indica el número 
medio de neuronas CCAP/Bursicón en elsubesófago, tórax y abdomen en los fenotipos anteriores. Las barras de 
error representan las desviaciones típicas de la media. El asterisco señala los casos en los que las diferencias con los 
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Fig.R.10. Las neuronas CCAP se generan en la ventana temporal Hb
(A) Expresión de Lk (verde) y CCAP (rojo) en el SNC de un embrión de estadio 17 hb1 hbFB. (B-D) Ex-
presión de CCAP (gris) en el SNC de embriones en los que se expresó ectópicamente hb (UAS-hbF4A) con 
wor-Gal4 (B), pros-Gal4 (C) y insc-Gal4 (D). (E) Expresión de Dac (verde) y CCAP (rojo) en el SNC de 
un embrión de estadio 17 insc-Gal4 UAS-hbF4A. Se muestra la ampliación de un segmento T2, señalado 
con la punta de flecha en el que se observan 3 CCAP-INs (INs). Se muestra también el canal rojo por 
separado. (F) Expresión de Dac (verde) y CCAP (rojo) en el SNC de un embrión de estadio 17 svp 1. Se 
muestra la ampliación de un segmento T2, señalado con la punta de flecha en el que se observan 2 CCAP-
INs (INs) y 1 CCAP-NE (NE). Se muestra también el canal rojo por separado. (G) Esquemas en los que 
se representa la expresión de CCAP en la mitad derecha de una CNV en los distintos genotipos estudia-







  5.1.1 La pérdida de función de hb provoca la pérdida de las neuronas 
CCAP/Bursicón
En el experimento previamente descrito observamos que la falta de función de hb provoca la pérdida 
de todas las neuronas CCAP/Bursicón. Dado que la viabilidad de estos mutantes está gravemente 
afectada usamos como control las neuronas ABLKs, procedentes de la ventana Cas e identificables 
por la expresión del neuropéptido Leucoquinina (Estacio-Gomez et al., 2013). Teñimos embriones 
de estadio 17 mutantes para hb (hbFB hb1) con anticuerpos que reconocen los neuropéptidos Leuco-
quinina y CCAP respectivamente. Estos embriones mostraron un patrón silvestre de ABLKs a la vez 
que la pérdida de todas las neuronas CCAP/Bursicón (Fig.R.10A, G).
  5.1.2. La expresión ectópica de hb da lugar a CCAP-INs ectópicas en 
todos segmentos
Expresamos ectópicamente hb con diferentes líneas Gal4 cuya expresión en el sistema nervioso se 
restringe a los NBs, worniu (wor) -Gal4, prospero (prosp) -Gal4  e inscutable (insc )-Gal4. En todos 
los casos, al realizar tinciones con el anticuerpo α-CCAP en embriones de estadio 17 observamos la 
aparición de células CCAP/Bursicón extras en todos los segmentos de la CNV (Fig.R.10B-D y tabla 
1). Para estudiar este fenotipo con mayor detalle teñimos embriones insc-Gal4 UAS-hb con los anti-
cuerpos α-CCAP y α-Dac. Elegimos esta combinación genética ya que fue la que generó un fenotipo 
más severo. Observamos que las neuronas CCAP/Bursicón ectópicas no expresaban Dac, indicando 
que se trataba de CCAP-INs (Fig.R.10E,G y tabla 1). De este análisis concluimos que se estaba aña-
diendo de una a dos CCAP-INs por hemisegmento al patrón de expresión silvestre de las neuronas 
CCAP/Bursicón. Obtuvimos el mismo fenotipo al teñir embriones de estadio 17 mutantes para seven 
up (svp1) con el anticuerpo α-CCAP (Fig.R.10F,G y tabla 1). svp codifica un receptor nuclear nece-
sario para cerrar la ventana Hb (Grosskortenhaus et al., 2005) (Kanai et al., 2005) (Mettler et al., 
2006), con lo que en mutantes svp la expresión de Hb se mantiene por más tiempo en el NB. Cabe 
esperar por tanto que estos mutantes muestren un fenotipo similar a la expresión ectópica de hb.
 Es importante señalar que al expandir la ventana Hb, bien con insc-Gal4 UAS-hb o con svp1, 
se generan CCAP-INs ectópicas sin afectar al número de CCAP-NEs. La expansión de una ventana 
temporal da lugar a la generación de CMGs adicionales, las cuales a su vez, originan neuronas ectó-
picas. Por lo tanto, estos resultados sugieren que las CCAP-INs y las CCAP-NEs se originan a partir 
de CMGs diferentes. Analizaremos estos datos más adelante cuando estudiemos la implicación de la 
ruta de Notch en la especificación de las neuronas CCAP/Bursicón.
 5.2. Las CCAP-NEs se generan antes que las CCAP-INs







se generan a partir del mismo progenitor, el NB 3-5, en la misma ventana temporal, la ventana Hb, 
pero a partir de distintas CMGs. Como primer paso para dilucidar qué mecanismo está permitiendo 
que estas dos neuronas adquieran diferentes destinos, y por tanto, qué mecanismo está subdividiendo 
la ventana Hb, nos planteamos determinar la secuencia temporal de generación de estas dos neuro-
nas. Para ello cruzamos la línea de moscas elav-Gal4 tub-Gal80ts  con la línea UAS-GFP (ver material 
y métodos). De esta forma marcamos únicamente las neuronas generadas tempranamente activando 
la proteína Gal4 hasta el estadio 9. Teñimos los embriones resultantes del cruce con los anticuerpos 
α-CCAP, α-GFP y α-Dac y encontramos hemineurómeros en los que solo la CCAP-NE presentaba 
señal de GFP. También encontramos situaciones en las que ambas células o ninguna de ellas estaba 






















































Fig.R.11. La CCAP-NE se genera antes que la CCAP-IN y los niveles de expresión de Hb aumentan en el NB3-5
(A) Expresión de GFP (verde), CCAP (rojo) y Dac (azul) en un hemineurómero de un embrión elav-Gal4 UAS-GFP tub-Gal80ts 
crecido a 30ºC hasta estadio 9 y a 17ºC hasta estadio 17. En la parte derecha de la imagen se muestra un esquema del experimento y 
de los patrones de expresión. (B-C´´) Expresión de BrdU (verde), Hb (rojo) y Bursicón (azul) en embriones de estadio 17 inyectados 
en estadio 9 con una solución de BrdU. En (B) se muestra un hemisegmento en el cual únicamente CCAP-IN ha incorporado BrdU 
y en (C) otro en el cual tanto la CCAP-IN como la CCAP-NE han incorporado la solución de BrdU. Los círculos blancos señalan 
la presencia de la CCAP-IN (IN) y de la CCAP-NE (NE). Se presentan los canales verde y rojo, y azul por separado. (D) Niveles de 
expresión de Hb en el NB3-5 en embriones de estadio 8, 9, 10 y 11. Los niveles de expresión se calcularon con la ayuda del programa 







 Para reforzar este resultado, inyectamos embriones de estadio 9 con una solución de 5-bromo-
2´-desoxiuridine (BrdU)  (ver material y métodos). La BrdU se incorpora en el ADN de células en 
división, una vez incorporada es heredada por su progenie. Si las CCAP-INs y las CCAP-NEs no 
proceden de una misma CMG, la inyección puede producirse tras la generación de la primera neu-
rona CCAP/Bursicón y antes de la generación de la segunda. En este caso, solo la célula originada en 
segundo lugar aparecerá marcada con BrdU. Después de dejar que los embriones inyectados se de-
sarrollasen hasta el estadio 17 y teñirlos con los anticuerpos α-CCAP, α-Hb y α-BrdU, encontramos 
hemisegmentos donde solo la CCAP-IN apareció marcada con BrdU (Fig.R.11B). También encon-
tramos situaciones en las cuales ambas células resultaron marcadas (Fig.R.11C). Para identificar las 
CCAP-INs nos servimos de la expresión de Hb, ya que mientras que en la CCAP-IN los niveles de 
expresión de Hb son altos, en la CCAP-EN son bajos o inapreciables (ver resultados expuestos más 
adelante).
 De estos experimentos y del análisis del linaje del NB3-5 anteriormente presentado (aparta-
do 3), concluimos que durante la ventana temporal Hb, el NB 3-5 genera dos CMGs, la primera de 
las cuales da lugar a la CCAP-NE  y la segunda a la CCAP-IN.
 5.3. Los niveles de expresión Hb aumentan en el NB 3-5 a lo largo 
de su ventana
Nuestro siguiente objetivo fue entender por qué estas dos CMGs generan neuronas con identidades 
diferentes. Pearson et al. sugieren que en el NB 7-1 los niveles de expresión de hb disminuyen a lo 
largo de su propia ventana permitiendo de este modo la generación de diferentes destinos neuronales 
(Pearson y Doe, 2003). Para examinar si esto mismo sucede en el NB 3-5 medimos los niveles de 
expresión de Hb en este NB tiñendo embriones silvestres de estadio 8 a 10 con los anticuerpos α-Hb 
y α-Ems. En el microscopio confocal, tomamos imágenes del NB 3-5 en distintos estadios y calcu-
lamos la intensidad de fluorescencia del anticuerpo α-Hb con la ayuda del programa de análisis de 
imagen ImageJ (ver material y métodos). Los datos que obtuvimos revelaron que en el caso del NB 
3-5 los niveles de expresión de hb aumentan de estadio 8 hasta el estadio 10, a partir del en el cuál 
caen drásticamente. Esta caída corresponde con el comienzo de ventana Kr (Fig.R.11D).
 5.4. Diferentes niveles de expresión de Hb distinguen la CCAP-
IN de la CCAP-EN
La expresión de los genes temporales se mantiene en las neuronas y células gliales generadas en cada 
ventana temporal (Isshiki et al., 2001). Nos preguntamos si las neuronas CCAP/Bursicón expresan 
alguno de ellos y si esta expresión es necesaria para su correcta especificación. En primer lugar estu-
diamos la expresión de genes temporales en estas neuronas tiñendo embriones silvestres de estadio 17 
con anticuerpos que reconocen el neuropéptido CCAP y los distintos genes temporales. Como cabía 







lo que decidimos analizar más detalladamente su patrón de expresión.
  5.4.1. Las CCAP-NEs y CCAP-INs expresan bajos y altos niveles de Hb 
respectivamente
Teñimos embriones de estadio 17 con los anticuerpos α-CCAP, α-Hb y α-Dac y observamos que 
tanto las CCAP-NEs como las CCAP-INs expresaban Hb. Este dato refuerza nuestros resultados 
anteriores según los cuales ambas neuronas se generan durante la ventana temporal Hb. Sin embargo, 
mientras que en las CCAP-INs los niveles de expresión de hb eran altos, en las CCAP-NEs eran bajos 
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Fig.R.12. Función de los genes temporales en las neuronas CCAP/Bursicón
(A-D) Expresión de CCAP (rojo) y de Kr (A), Pdm (B), Cas (C), Grh (D) (verde) en el SNC de embriones silvestre de estadio 17. 
El segmento del cual se muestra la ampliación se indica en la parte baja de cada imagen.(E-E´) Expresión de Dac (verde), CCAP 
(rojo) y Hb (azul) en el SNC de un embrión de estadio 17. Se muestra el canal azul por separado. (F) Expresión de GFP (verde), 
CCAP (rojo) y Hb (azul) en el SNC de un embrión de estadio 17 HG: 4-6- GFP. En (F´) se muestra el canal verde por separado. 
El círculo blanco indica la presencia de una neurona CCAP-IN (IN) o CCAP-NE (NE).(G-J) Expresión de CCAP en el SNC de 
embriones de estadio 17 en los que se expresó ectópicamente con elav-Gal4  UAS-hbF4A (G), UAS-pdm (H), UAS-cas (I), UAS-grh (J). 
(K) Histograma en el que se indica el número medio de neuronas CCAP/Bursicón en elsubesófago, tórax y abdomen en los fenotipos 
anteriores. Las barras de error representan las desviaciones típicas de la media. El asterisco señala los casos en los que las diferencias 







 En un análisis de la región reguladora de hb se han identificaron diferentes dominios que 
dirigen la expresión del gen bien en el NB, bien en las células generadas por este (Hirono et al., 
2012). Los autores de este estudio describen una región de 866 pares de bases (HG4-6) como la 
responsable de la expresión de este gen en neuronas tempranas. Nos preguntamos si la alta expresión 
de Hb en las CCAP-INs estaba controlada por esta región y para comprobarlo, teñimos embriones 
en los cuales la expresión de GFP está bajo control de la región HG4-6 (Hb:HG4-6-GFP) con los 
anticuerpos α-CCAP y α-GFP. No observamos colocalización de estos anticuerpos en ninguna de las 
células CCAP/Bursicón (Fig.R.12F), por lo que concluimos que la expresión de Hb en las CCAP-
INs debe de estar dirigida por otra región reguladora todavía no identificada . Este resultado pone de 
manifiesto la complejidad de los mecanismos que regulan la expresión de hb.
  5.4.2. Niveles altos de hb en la neurona son suficientes para transformar 
las CCAP-ENs en CCAP-INs
Otra aproximación para estudiar la posible función de los genes temporales en las neuronas ya for-
madas fue expresar ectópicamente cada uno de ellos con elav-Gal4. Analizamos los fenotipos resul-
tantes tiñendo embriones de estadio 17 con el anticuerpo α-CCAP. La expresión ectópica de Kr no 
dio lugar a embriones viables de estadio 17 mientras que la de Pdm, cas y grh resultó en un fenotipo 
silvestre (Fig.R.12H-K y tabla 1). Sin embargo, al expresar ectópicamente hb observamos la presencia 
de dos células CCAP/Bursicón en todos los hemisegmentos de la CNV (Fig.R12G, K y tabla 1). Para 
analizar con mayor precisión este fenotipo repetimos el experimento tiñendo esta segunda vez los 
embriones de estadio 17 con los anticuerpos α-Bursicón y α-Dac. Ninguna de las células marcadas 
con α-Bursicón mostró expresión de Dac, por lo que concluimos que este genotipo mutante provoca 
la aparición de dos CCAP-INs por hemisegmento (Fig.R.13A-A´, L). Para comprobar este resultado 
estudiamos la axonación de las neuronas CCAP/Bursicón tiñendo estos mismos embriones con los 
anticuerpos α-CCAP y α-Dac e incubándolos con faloidina, una micotoxina capaz de unirse a los 
microfilamentos de actina. No observamos ningún axón marcado con CCAP saliendo del SNC, algo 
que sí observamos en embriones silvestres (Fig.R.13B-C). Además encontramos neuronas CCAP/
Bursicón ectópicas en los segmentos más anteriores (S1-T2), segmentos en los cuales, en condiciones 
silvestres, al no expresarse Ubx ni abd-A, las CCAP-NEs mueren por apoptosis. Estas observaciones 
apoyan la idea de que todas las neuronas CCAP/Bursicón que observamos en este genotipo son 
CCAP-INs. Cabe señalar que la expresión ectópica de hb causa la pérdida de expresión de Dac en un 
gran número de células de la CNV (Fig.R.13D-E). Comprobamos que la falta de función de Dac no 
alteraba el patrón de neuronas CCAP/Bursicón tiñendo embriones dac4 con el anticuerpo α-CCAP 
(Fig.R.13F y tabla 1), y concluimos que la pérdida de expresión de este marcador es una consecuen-
cia del cambio de identidad de CCAP-NE a CCAP-IN que observamos en estas condiciones.
 En conjunto, estos resultados indican que la CCAP-NE y la CCAP-IN adquieren distintas 
identidades debido en parte a los diferentes niveles de expresión de Hb que presentan, ya que la ex-
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Fig.R.13. Distintos niveles de expresión de Hb especifican la CCAP-NE y la CCAP-IN
(A) Expresión de Bursicón (gris) en el SNC de un embrión de estadio 17 elav-Gal4 UAS-hbFA4  (A´) Ampliación de la sección señalada 
por el rectángulo blanco en la que se muestra la expresión de Dac (verde) y Bursicón (rojo). Se observa la presencia de dos CCAP-
INs (IN) por hemisegmento, señaladas en la imagen con círculos blancos. (B-C) Expresión de Faloidina (verde), CCAP (rojo) y Dac 
(azul) en dos hemisegmentos del SNC de embriones de estadio 17 silvestres (B) y elav-Gal4 UAS-hbFA4  (C). Las puntas de flecha 
indican la presencia de axones eferentes marcados con CCAP. (D-E) Expresión de Dac (verde) y CCAP (rojo) en 3 segmentos del 
SNC de embriones de estadio 17 silvestres (D) y elav-Gal4 UAS-hbFA4  (E) Las barras blancas señalan la separación entre segmentos. 
(F) Expresión de CCAP en el SNC de un embrión de estadio 17 dac4. (G-K´) Expresión de Dac (verde), Bursicón (rojo) y Lk (azul) 
en el SNC de embriones de estadio 17 hb1 / hb1 hbFB. Imagen de un SNC completo (G), ampliación de 4 segmentos abdominales 
(H), los segmentos ampliados están indicados por la barra blanca. Las puntas de flecha señalan la presencia de CCAP-NEs. (I) Am-
pliación de un hemisegmento en el que se observa la presencia de dos CCAP-NEs (NE).  (J-J´) Ampliación de dos segmentos en 
el que se observa duplicaciones de CCAP-NEs señaladas con las puntas de flecha. (K-K’) Ampliación de dos hemisegmentos en los 
que se observan axones eferentes marcados con Bursicón y señalados con la punta de flecha. (L) Esquemas en los que se representa 
la expresión de Bursicón y CCAP en la mitad derecha de una CNV en los distintos genotipos estudiados. La barra vertical indica la 







  5.4.3. Niveles bajos de expresión hb impiden la generación de las CCAP-
INs y dan lugar a CCAP-NEs ectópicas
Dado que las CCAP-NEs parecen requerir bajos niveles de hb quisimos analizar el efecto de reducir 
el nivel de expresión de hb por lo que estudiamos el patrón de neuronas CCAP/Bursicón en una con-
dición hipomorfa para hb (hb1/hbFB hbP1).  Embriones de estadio 17 con esta combinación genética 
teñidos con los anticuerpos α-Bursicón y α-Dac no presentaron ninguna CCAP-INs. Observamos 
además que las CCAP-NEs no estaban afectadas y que en los hemisegmentos T3-A4 se generaban 
por duplicado. Utilizamos el patrón de expresión de las ABLKs en los segmentos A1-7 para iden-
tificar los distintos segmentos de la CNV y reconocimos las CCAP-NEs tanto por la expresión del 
marcador Dac como por la presencia de axones eferentes (Fig.R.13G-K y tabla 1). Concluimos que 
las CCAP-INs, al contrario que las CCAP-NEs, necesitan altos niveles de expresión de hb para que 
su correcta especificación. Además, la expresión de hb a bajos niveles es capaz de transformar en las 
CCAP-INs en CCAP-NEs.
6. Estudio de la ruta de Notch en la especificación del destino 
CCAP/Bursicón
Al dividirse, la CMG da lugar a dos células hermanas las cuales adoptan destinos distintos gracias a 
las decisiones binarias mediadas por la ruta de Notch (Skeath y Thor, 2003) (Lin y Lee, 2012). Este 
suceso es clave a la hora de generar un tipo neuronal concreto, por lo que decidimos estudiar su im-
plicación en la especificación de las neuronas CCAP/Bursicón.
 6.1. Efecto de la inactivación de la ruta de Notch en la neuronas 
CCAP/Bursicón
En primer lugar, probamos inactivar la ruta de Notch. Para ello estudiamos la falta de función de 
spdo, un gen necesario para la división asimétrica pero que no está implicado en el proceso de inhi-
bición lateral por lo que no afecta a la delaminación de los NBs. Teñimos embriones mutantes para 
spdo (spdoG104) con el anticuerpo α-CCAP. No pudimos observar ninguna CNV completa ya que el 
desarrollo de estos embriones está seriamente afectado. En los segmentos menos dañados identifi-
camos neuronas CCAP/Bursicón ectópicas (Fig.R.14A, H y tabla 1). Para estudiar con más detalle 
este fenotipo teñimos estos mismos embriones con los anticuerpos α-Bursicón y α-Dac. De esta 
forma observamos la duplicación de las CCAP-NEs en los segmentos torácicos y abdominales, y de 
las CCAP-INs en todos los segmentos de la CNV (Fig.R.14I-I´´, L y tabla 1). Este resultado sugiere 
que ambas neuronas requieren que la ruta de Notch esté inactiva para su correcta especificación. 
Además, el bloqueo de la ruta en sus células hermanas es suficiente para transformarlas en neuronas 
CCAP/Bursicón, bien CCAP-INs, bien neuronas CCAP-NEs. Por otra parte, este dato confirma que 








Fig.R.14. Estudio de la ruta de Notch en la especificación de las neuronas CCAP/Bursicón
(A-G) Expresión de CCAP en el SNC de embriones de estadio 17 spdoG104 (A), jumu06439 (B), Heyf06656 (C), elav-Gal4 UAS-mamDN 
(D), elav-Gal4 UAS-Nintra (E), elav-Gal4 UAS-Hey1315 (F), numb1 (G). (H) Histograma en el que se indica el número medio de 
neuronas CCAP/Bursicón en el subesófago, tórax y abdomen en los fenotipos anteriores. Las barras de error representan las des-
viaciones típicas de la media. El asterisco señala los casos en los que las diferencias con los individuos silvestres son significativas 
(p-valor<0.001). (I, J y K) Expresión de Bursicón (gris) en el SNC de embriones de estadio 17 spdoG104 (I), Df(3L)H99 (J), Df(3L)
H99 spdoG104 (K). (I´, J´, K´) Expresión de Dac (verde) y Bursicón (rojo) en un hemisegmento de los SNCs mostrados en (I, J y K). 
El segmento del cual se muestra una ampliación está señalado por la punta de flecha y está indicado en la parte baja de la imagen. (L) 
Esquemas en los que se representa la expresión de Bursicón en la mitad derecha de una CNV en los distintos genotipos estudiados. 
La barra vertical indica la línea media. S: subesófago, T: tórax, A1: abdominal A1, A7: abdominal A7. (M-N) Expresión de Ems 
(verde) y Hb (rojo) en una ampliación del hemisegmento izquierdo de embriones de estadio 11 Df(3L)H99 (M), y spdoG104 (N). En 
la imagen los círculos blancos señalan la presencia del NB3-5 y de las células de su linaje. En la parte derecha de la imagen se adjunta 
un esquema con los patrones de expresión. El círculo negro señala la presencia del NB4-4. (Ñ) Histograma en el que se representa 
el número medio de células que expresan Ems y Hb por hemisegmento en embriones de estadio silvestres, 11 Df(3L)H99 y spdoG104. 
Las barras de error indican la desviación típica de la media, la cual se indica en la parte baja de la barra. No existen diferencias signi-
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 Otro gen implicado en la división asimétrica, es el factor de transcripción jumeaux (jumu06439) 
(Cheah et al., 2000). Sin embargo, en embriones de estadio 17 mutantes para jumu teñidos con el 
anticuerpo α-CCAP observamos un fenotipo silvestre (Fig.R.14B, H y tabla 1). Se ha descrito que 
jumu es necesario para la segregación asimétrica de Numb y en su ausencia, las dos células proceden-
tes de la primera CMG del NB 4-2 adoptan el mismo destino. Dado que este es el único ejemplo 
en el que se ha estudiado la función de jumu, es posible que esta no sea extrapolable a otros casos. 
Estudiamos también la falta de función de Hey, una de las dianas de la ruta de Notch (Monastirioti 
et al., 2010). Al igual que en el caso anterior, embriones Heyf06656  teñidos con el anticuerpo α-CCAP 
mostraron un patrón silvestre de neuronas CCAP/Bursicón (Fig.R.14C, H y tabla 1). No se ha iden-
tificado ningún destino neuronal que se vea afectado por la falta de función de Hey (Monastirioti et 
al., 2010), por lo que este resultado era esperable. Por último, probamos  bloquear la ruta de Notch 
expresando ectópicamente con elav-Gal4 un dominante negativo de mastermind, uno de los activa-
dores de los genes diana de la ruta. También en esta ocasión obtuvimos un fenotipo silvestre al teñir 
embriones elav-Gal4 UAS-mamDN con el anticuerpo α-CCAP (Fig.R.14D, H y tabla 1). Es posible 
que elav-Gal4  active la expresión de UAS-mamDN una vez que la neurona haya activado la ruta de 
Notch y que por lo tanto no sea capaz de alterar su destino final.
 6.2. Efecto de la activación ectópica de la ruta de Notch en la neu-
ronas CCAP/Bursicón
En primer lugar expresamos ectópicamente con elav-Gal4 el dominio intracelular de Notch (elav-
Gal4 UAS-Nintra), lo que equivale a activar constitutivamente la ruta en todas las neuronas. Estos 
embriones teñidos con el anticuerpo α-CCAP mostraron un fenotipo silvestre (Fig.R.14E, H y tabla 
1). Algo que también sucedió al expresar ectópicamente Hey, un factor bHLH-O diana de la ruta de 
Notch que tiene la capacidad de transformar un destino en otro en ausencia de Notch (Monastirioti 
et al., 2010) (Fig.R.14F, H y tabla 1). En ambos casos es posible elav-Gal4 se active demasiado tarde 
para alterar el efecto de la ruta de Notch en la especificación de neuronas CCAP/Bursicón.
 Por último, estudiamos la falta de función de numb. Embriones de estadio 17 mutantes para 
numb (numb1) teñidos con el anticuerpo α-CCAP presentaron un fenotipo silvestre (Fig.R.14G, H y 
tabla 1). Numb es una proteína con un fuerte efecto materno y se ha descrito que su pérdida de fun-
ción no afecta las células que se generan tempranamente en el SNC (Skeath y Doe, 1998). Sabiendo 
que las neuronas CCAP/Bursicón se generan antes del estadio 10, es esperable que su especificación 
no se vea alterada en estos mutantes.
 A pesar de los resultados negativos obtenidos, el fenotipo observado en los embriones mu-
tantes para spdo es suficientemente relevante como para concluir que las neuronas CCAP/Bursicón 








 6.3. La apoptosis como posible destino de las células hermanas de 
las neuronas CCAP/Bursicón
Dado que la CCAP-NE y la CCAP-IN proceden de distintas CMGs, nos preguntamos qué destino 
adquieren sus células hermanas. Alrededor del 37% de las células generadas durante la neurogénesis 
embrionaria mueren por apoptosis (Rogulja-Ortmann et al., 2007). Además en un análisis del linaje 
del NB3-5, se observó que los embriones portadores de la deficiencia Df(3L)H99 poseían más células 
que los embriones silvestres, concretamente de 2 a 7 células más en segmentos torácicos y 7 células 
más en segmentos abdominales. Sin embargo, no es de esperar que las hermanas de las neuronas 
CCAP/Bursicón mueran por apoptosis, como ya expusimos anteriormente, embriones portadores 
de la deficiencia Df(3L)H99, no presentaron duplicaciones los destinos CCAP-NEs y CCAP-INs 
(Fig.R.14J y tabla 1). 
 Para corroborar los datos obtenidos sobre la implicación de la ruta de Notch y la apoptosis te-
ñimos embriones de estadio 17 portadores de la deficiencia Df(3L)H99 y mutantes para spdo (Df(3L)
H99 spdoG104) con los anticuerpos α-Bursicón y α-Dac. En esta ocasión observamos la duplicación 
de los dos destinos a lo largo de toda la CNV. De este modo, observamos dos CCAP-NEs y dos 
CCAP-INs en todos los hemisegmentos salvo en los hemisegmentos A5-7, en los cuales únicamente 
observamos dos CCAP-INs. Las CCAP-NEs silvestres de estos hemisegmentos comienzan a expresar 
Bursicón en larva de tercer estadio, por lo que es posible que se estén generando CCAP-NEs ectó-
picas en estos hemisegmentos y que estas no empiecen a expresar Bursicón hasta un momento más 
avanzado del desarrollo. El fenotipo observado en estas condiciones mutantes refuerza los datos an-
teriores según los cuales las CCAP-ENs de los segmentos anteriores muere por apoptosis y las células 
hermanas de las neuronas CCAP/Bursicón adoptan su mismo destino cuando se inactiva la ruta de 
Notch.
 6.4. Estudio de la ruta de Notch y la apoptosis en el linaje del NB 
3-5
Analizamos también el efecto de la inactivación de la ruta de Notch y de la apoptosis en el linaje 
temprano del NB 3-5. Con este fin teñimos embriones spdoG104 y embriones Df(3L)H99 de estadio 
11 con los anticuerpos α-Ems y α-Hb. En ninguno de los dos casos observamos diferencias en el 
número de células Ems y Hb positivas con respecto a embriones silvestres (Fig.R.14M-Ñ). Estos 
resultados eran esperables ya que por una parte, en ese estadio no disponemos de herramientas que 
nos permitan diferenciar las neuronas CCAP/Bursicón de sus células hermanas y por otra, Rogulja-
Ortmann et al. describen que en el SNC, la apoptosis comienza a producirse en embriones de estadio 







7. Búsqueda de genes implicados en la especificación de las neu-
ronas CCAP/Bursicón
Nuestro siguiente objetivo fue tratar de entender cómo los tres mecanismos básicos capaces de ge-
nerar diversidad en el desarrollo de SNC: la determinación espacial, la determinación temporal y las 
decisiones binarias se integran y traducen para dar lugar a una neurona diferenciada. Con este fin, 
realizamos una búsqueda de genes necesarios para la adquisición del destino CCAP/Bursicón.
 7.1. Factores de transcripción con una función o expresión cono-
cida en el SNC
Como primera aproximación estudiamos una serie de factores de transcripción con una función co-
nocida o que se expresen en el SNC de Drosophila melanogaster. Analizamos su posible implicación 
en la adquisición del destino CCAP/Bursicón tiñendo embriones mutantes de estadio 17 con el anti-
cuerpo α-CCAP. De esta forma encontramos que la falta de función de los genes empty spiracles (ems), 
islet (isl) y el complejo elbow/no ocelli (elB/noc) alteraban el número de neuronas CCAP/Bursicón 
presentes en la CNV. A continuación analizaremos con más detalle los fenotipos obtenidos. Otros 
genes cuya falta de función dio lugar a un fenotipo silvestre o suave están recogidos en la tabla 2.
 7.2. Análisis de deficiencias genéticas
La segunda estrategia que seguimos para encontrar genes implicados en la especificación de las neu-
ronas CCAP/Bursicón fue examinar su patrón de expresión en una colección de pequeñas deficien-
cias genéticas. Elegimos la colección de deficiencias Zinn la cual se compone por 233 líneas que 
cubren aproximadamente el 50% del genoma de Drosophila melanogaster y tienen la particularidad 
de no comprometer la viabilidad de los embriones portadores hasta estadio 16 (Wright et al., 2010). 
Teñimos embriones de estadio 17 homocigóticos para 51 líneas mutantes con el anticuerpo α-CCAP 
y en 16 de ellas observamos una reducción significativa del número de neuronas CCAP/Bursicón 
(Tabla 3). Tratamos de identificar el gen o los genes causantes del fenotipo analizando deficiencias de 
menor tamaño o bien mutanciones puntuales en los genes candidatos incluídos dentro de la deficien-
cia de origen. En el caso de la deficiencia Df(2L)Exel6049 identificamos el gen teashirt (tsh) como el 
gen responsable del fenotipo observado. El estudio de la función del gen tsh en la especificación de 
las estas neuronas lo detallaremos a más adelante.
 7.3. Análisis de la función de los genes implicados en la especifi-
cación de las neuronas CCAP/Bursicón
A continuación se muestran los resultados obtenidos en el análisis de la función en la especificación 
de las neuronas CCAP/Bursicon de los 5 factores de transcripción previamente identificados. Estos 







Fig.R.15. Búsqueda de genes implicados especificación de las neuronas CCAP/Bursicón
(A, B, C y D) Expresión de Bursicón (verde) y CCAP (rojo) en el SNC de embriones de estadio 17 ems1 (A), isl1 (B), elB3.3.1 nocD64  
(C), tsh8 (D). Expresión de CCAP en el SNC de embriones de estadio 17 en los que se expresó ectópicamente con elav-Gal4, UAS-
ems15B (E), UAS-isl (F), UAS-elBEP2039 (G), UAS-tsh (H).  insc-Gal4 UAS-tsh (S). Expresión de CCAP en el SNC de embriones de 
estadio 17 en los que se expresó ectópicamente con insc-Gal4, UAS-ems15B (I), UAS-isl (J), UAS-elBEP2039 (K), UAS-tsh (L). (M,Ñ,P,S) 
Expresión en un hemineurómero de embriones silvestres de estadio 17 de CCAP (rojo) y Ems (verde) (M), Isl (verde) (Ñ), Noc (ver-
de) (P), Tsh (verde) (S). (O) Expresión de β-galactosidasa (verde), CCAP (rojo) y Dac (azul) en un hemineurómero de un embrión 
ems-Gal4 UAS-lacZ de estadio 17 crecido a 29ºC. (O,R,T) Expresión en un hemineurómero izquierdo de embriones silvestres de 
estadio 14 de Ems (rojo) y Isl (verde) (O), Noc (verde) (R), Tsh (verde) (T). (Q) Expresión de β-galactosidasa (verde) y CCAP (rojo) 
en un hemineurómero de un embrión elB-Gal4 UAS-lacZ de estadio 17 crecido a 29ºC. Se indica en la parte baja de la imagen el 
























































































































































  7.2.1. El gen empty spiracles
El gen ems fue identificado con un gen gap necesario para el desarrollo del cerebro (Walldorf y Ge-
hring, 1992). Unos años después, se observó que también estaba implicado en la especificación de 
algunas neuronas de la CNV (Hartmann et al., 2001).Para determinar el papel de ems en la especi-
ficación de las neuronas CCAP/Bursicón teñimos embriones mutantes ems1 de estadio 17 con los 
anticuerpos α-CCAP, α-Bursicón y α-Dac. En estas condiciones no observamos ninguna neurona 
CCAP/Bursicón (Fig.R.15A y tabla 1). 
 Por otra parte, expresamos ectópicamente ems en neuronas (elav-Gal4 UAS-ems) y en NBs 
(insc-Gal4 UAS-ems). Embriones de ambos genotipos teñidos con el anticuerpo α-CCAP presenta-
ron un fenotipo silvestre (Fig.R.15E, I y tabla 1). 
 Por último, quisimos saber si Ems se expresaba en las neuronas CCAP/Bursicón. Embrio-
nes silvestres de estadio 17 teñidos con los anticuerpos α-CCAP y α-Ems no mostraron neuronas 
CCAP/Bursicón con expresión de Ems (Fig.R.15E). Por el contrario, al expresar el gen reportero de 
la β-galactosidasa bajo el control del promotor de ems (ems-Gal4 UAS-LacZ) y teñir estos embriones 
de estadio 17 con los anticuerpos α-CCAP, α-β-galactosidasa, observamos colocalización de ambas 
proteínas (Fig.R.15M y fig.R.2D). Concluimos que la estabilidad de la β-galactosidasa nos estaba 
permitiendo detectar la expresión de Ems que se había producido en las neuronas CCAP/Bursicón 
en un estadio previo al 17.
  7.2.2. El gen islet
Thor y Thomas. mostraron que el gen islet, también denominado tailup, forma parte de los códigos 
combinatoriales que dan identidad a dos grupos de motoneuronas de la CNV (Thor y Thomas, 
1997). Para analizar el papel de isl en la especificación de las neuronas CCAP/Bursicón teñimos 
embriones de estadio 17 mutantes (isl1) con los anticuerpos α-CCAP, α-Bursicón y α-Dac. Estos 
embriones no mostraron ninguna neurona CCAP/Bursicón (Fig.R.15B y tabla 1). 
 Paralelamente, expresamos ectópicamente isl en neuronas (elav-Gal4 UAS-isl) y en NBs (ins-
Gal4 UAS-isl). En ambos casos, observamos fenotipos silvestres tras teñir embriones de estadio 17 
con estas combinaciones genéticas con el anticuerpo α-CCAP (Fig.R.15F, J y tabla 1).
 Finalmente, estudiamos la expresión de Isl en las neuronas CCAP/Bursicón. En embriones 
silvestres de estadio 17 teñidos con los anticuerpos α-CCAP y α-Isl observamos expresión de Isl tanto 
en las CCAP-NEs como en las CCAP-INs (Fig.R.15M). Quisimos saber si este gen se expresaba en 
el linaje temprano del NB 3-5 y para ello teñimos embriones de distintos estadios con los anticuer-
pos α-Ems y α-Isl. En embriones tempranos, de estadio 8 a 11, observamos una tinción difusa. En 







fuertemente marcadas por el anticuerpo de Isl. Estás células ocupaban la posición más alejada del NB 
dentro del grupo de células Ems positivas, por lo que inferimos que debían de ser las primeras células 
generadas por el NB 3-5 entre las cuales se encuentran las neuronas CCAP/Bursicón (Fig.R.15K).  
  7.2.3. El complejo elbow/no ocelli
Una mutación letal en el complejo elB/noc resultó ser la causante del fenotipo de pérdida de expresión 
de CCAP que encontramos en una línea a priori mutante para el gen escargot, un gen implicado en 
la división asimétrica de los NBs (Ashraf et al., 1999; Ashraf y Ip, 2001; Cai et al., 2001). elB y noc 
forman parte de un complejo génico y muestran el mismo patrón de expresión así como funciones 
redundantes en el desarrollo de los discos imaginales (Weihe et al., 2004). Con el fin de profundizar 
en el análisis del fenotipo causado por la falta de función del complejo elB/noc teñimos embriones 
de estadio 17 elB3.3.1 nocD64 con los anticuerpos α-CCAP, α-Bursicón y α-Dac. Estos embriones mos-
traron un patrón silvestre de expresión de Bursicón a la vez que una pérdida total de la expresión de 
CCAP (Fig.R.15L y tabla 1). Este resultado sugiere que el complejo elB/noc está implicado la activa-
ción del neuropéptido CCAP y no en la viabilidad de las neuronas CCAP/Bursicón. 
 Por otra parte, expresamos ectópicamente elB en neuronas (elav-Gal4 UAS-elB) y en NBs 
(insc-Gal4 UAS-elB). Al igual que en los dos casos anteriores, observamos un fenotipo silvestre en 
embriones de estadio 17 de ambos genotipos teñidos con el anticuerpo α-CCAP (Fig.R.15G, K y 
tabla 1).
 Asimismo, analizamos el patrón de expresión del complejo ElB/Noc. En primer lugar teñi-
mos embriones silvestres de estadio 17 con los anticuerpos α-CCAP y α-Noc pero no observamos 
coexpresión de ambas proteínas (Fig.R.15P). Sin embargo, al activar la expresión del gen reporte-
ro GFP con elB-Gal4 (elB-Gal4 UAS-GFP) y teñir estos embriones con los anticuerpos α-CCAP 
y α-GFP, pudimos observar en embriones de estadio 17, expresión de GFP en algunas neuronas 
CCAP/Bursicón (Fig.R.15Q). Este resultado pone de manifiesto la expresión de elB en las neuronas 
CCAP/Bursicón en un estadio anterior al 17.
 Finalmente, estudiamos la expresión de estos genes en el linaje temprano del NB 3-5. Em-
briones de estadio 11 teñidos con los anticuerpos α-Ems y α-Noc presentaron una expresión difusa 
de Noc. Por el contrario, en embriones más tardíos, de estadio 14, la expresión de Noc apareció de 
forma más clara en dos grupos de células: unas cercanas al NB 3-5, por lo tanto generadas en último 
lugar y otras que ocupaban una zona intermedia dentro de las células marcadas con Ems (Fig.R.15R). 
Teniendo en cuenta su posición, es posible que las neuronas CCAP/Bursicón se encuentren dentro 
de este segundo grupo de células marcadas con Ems y Noc. No obstante, carecemos de herramientas 








  7.2.4. El gen teashirt
Como se ha señalado anteriormente este gen se identificó en el análisis de un conjunto de deficiencias 
géneticas. Con el fin de conocer el papel de tsh en la especificación de las neuronas CCAP/Bursicón 
analizamos el fenotipo generado por una pequeña deficiencia, Df(2R)tsh8, que elimina tsh y parte de 
la región reguladora del gen tiptop (tio) , ya que se ha descrito que tsh actúa de forma redundante 
junto al gen tio en algunas de sus funciones como es la represión de wingless (wg) en la epidermis 
ventral (Laugier et al., 2005). Teñimos embriones tsh8 de estadio 17 con los anticuerpos α-CCAP, 
α-Bursicón y α-Dac y constatamos que la tinción de Bursicón y Dac era silvestre mientras que la 
tinción de CCAP se perdía por completo (Fig.R.15D y tabla 1). Concluimos que tsh, al igual que el 
complejo el/noc, es necesario para la activación del neuropéptido CCAP, pero no para la viabilidad de 
las neuronas, ni para la expresión de Bursicón.
 A continuación expresamos ectópicamente tsh en neuronas (elav-Gal4 UAS-tsh) y en NBs 
(insc-Gal4 UAS-tsh). En ambos casos encontramos un fenotipo silvestre al teñir embriones con estos 
genotipos de estadio 17 con el anticuerpo α-CCAP (Fig.R.15H, L y tabla 1).
 Comprobamos que Tsh se expresaba en las neuronas CCAP/Bursicón tiñendo embriones 
silvestres de estadio 17 con los anticuerpos α-CCAP y α-Tsh (Fig.R.15D). Por otra parte, analizamos 
su expresión en el linaje temprano del NB 3-5 tiñendo embriones de estadio 8 a 14 con los anti-
cuerpos α-Ems y α-Tsh. En embriones de estadio 11 no observamos expresión de Tsh en ninguna 
célula del linaje del NB 3-5, sin embargo, en embriones más tardíos, de estadio 14, la mayor parte de 










1. El linaje del NB 3-5 como sistema modelo
 1.1. El estudio de la especificación neural requiere marcadores de 
identidad celular
Para estudiar los mecanismos de especificación neural se requieren marcadores que permitan identi-
ficar los diferentes destinos neurales existentes. En el SNC, cada hemisegmento está formado por un 
importante número de células con identidades únicas, contrariamente a lo que sucede otros tejidos, 
donde las células con una misma identidad se agrupan formando territorios. Es necesario disponer 
de marcadores que permitan distinguir estos destinos individuales para que la interpretación de los 
fenotipos generados por los distintos genotipos mutantes sea resolutiva.
 En un intento por solventar esta carencia, distintos laboratorios están generado conjunta-
mente una colección de líneas de moscas transgénicas portadoras de las zonas reguladoras de todos 
los genes con expresión conocida en el SNC. Cada línea tienen integrado en su genoma un vector 
Gal4 que contiene una región de ADN genómico de no más de 3kb correspondiente a una putativa 
región reguladora. El objetivo final de este proyecto es producir una colección de líneas Gal4 con 
dominios de expresión restringidos y de esta forma poder manipular e identificar tipos celulares indi-
viduales o grupos funcionales en el SNC Drosophila melanogaster (Pfeiffer et al., 2008) (Jenett et al., 
2012; Li et al., 2014; Manning et al., 2012).
 Paralelamente, el grupo de C.Q.Doe ha desarrollado un programa informático capaz de in-
tegrar múltiples patrones de expresión, estudiar su relación, comparar con bases de datos existentes 
y realizar reconstrucciones en 3D. Además, este programa permite ser actualizado por el usuario 
(Heckscher et al., 2014). A modo de prueba, los autores han generado un altas de SNC de embrión 
tardío basado en 8 factores de transcripción y 75 líneas Gal4. Siguiendo esta metodología han mar-
cado el 60% de las interneuronas presentes de un hemisegmento.
 1.2. Los marcadores celulares de linaje
Una estrategia complementaria para identificar destinos celulares en el SNC son los marcadores de 
linajes: genes que se expresan en uno o varios NBs así como en su progenie. Estos marcadores permi-
ten visualizar el linaje de un NB diferenciándolo del resto de células del SNC. 
 En la CNV de Drosophila melanogaster se han identificado varios marcadores de linaje. Por 
una parte, el gen gsb se expresa en los NBs de la fila 5, 6 y dos NBs de la fila 7 (NB 7-1 y NB 7-3), así 
como en su progenie (Buenzow and Holmgren, 1995). Sin embargo, la proximidad de los NBs que 
expresan este gen impide que sus linajes sean identificados de manera individual. Para solventar este 
problema es posible utilizar un segundo marcador de forma que la combinación de ambos marcado-







y de acheate con el sistema Split-Gal4 (Luan et al., 2006b), Kohwi et al. marcaron el  linaje del NB 
7-1 (Kohwi et al., 2013). Por otra parte, la expresión del gen eg en un número restringido de NBs ha 
permitido la descripción detallada de los linajes de los NBs 3-3 (Tsuji et al., 2008) y 7-3 (Karcavich 
and Doe, 2005). Por último, la expresión de ladybird (ldb) en el NB 5-6 ha sido clave para el análisis 
de todo su linaje (Baumgardt et al., 2009). 
 1.3. El linaje temprano del NB 3-5
A pesar de los avances realizados, solo se conoce los linajes completos de 3 de los 30 NBs que dela-
minan en un hemisegmento, el NB 3-3 (Tsuji et al., 2008), el NB 7-3 (Karcavich and Doe, 2005) y 
el NB 5-6 (Baumgardt et al., 2009). En este trabajo, gracias a la expresión de Ems hemos estudiamos 
la progenie del NB 3-5. Este NB delamina en el estadio 8 y genera el linaje esquematizado en la 
figR.5E.
 Los linajes de los NB 3-5 y 5-6 (Baumgardt et al., 2009) presentan varias similitudes. Por 
una parte, ambos NBs se generan en la primera ola de delaminación y comienzan su programa de 
desarrollo por la ventana temporal Hb. Además, las dos primeras células originadas tanto por el NB 
5-6 como por el NB 3-5 expresan Hb, Kr y Pdm. Pdm se expresa en el NE durante las primeras olas 
de delaminación por lo que la mayor parte de células generadas tempranamente en el SNC heredan 
su expresión (Dick et al., 1991; Kambadur et al., 1998). No obstante también existen diferencias 
entre los linajes de estos dos NBs. Un ejemplo es la duración de la ventana Hb: mientras que el NB 
3-5 solo genera 2 CMGs Hb positivas, el NB 5-6 da lugar a 3 CMGs durante la primera ventana 
temporal. Este dato junto a los experimentos de transplante y cultivo in vitro de NBs (Brody and 
Odenwald, 2000; Huff et al., 1989; Luer and Technau, 2009), ponen de manifiesto que la duración 
de las ventanas temporales se regula de forma autónoma en cada linaje. 
 El linaje del NB 3-5 presenta ciertas ventajas para su utilización como sistema modelo. El NB 
3-5 delamina en el estadio 8 por lo que se puede identificar y manipular con relativa facilidad. Ade-
más, este NB genera un importante número de células (entre 25-30) (Schmid et al., 1999; Schmidt 
et al., 1997). Por lo tanto, su programa de desarrollo debe contener diversos mecanismos de especi-
ficación. Por último, la descripción del linaje temprano del NB 3-5 realizada en este trabajo permite 
relacionar dos destinos neuronales diferenciados (CCAP-NEs y CCAP-INs), identificables por la 
expresión de dos neuropéptidos, con los procesos de especificación que suceden tempranamente en 
el embrión. 
 Sin embargo, trabajar con el linaje del NB 3-5 como modelo conlleva ciertas limitaciones 
todavía no resueltas. Por un lado, las herramientas disponibles solo permiten identificar linaje del NB 
3-5 hasta estadio 11, ya que como se ha señalado previamente, a partir de este estadio ems también 
se expresa en el NB3-3 y el NB4-4. Una manera de resolver esta cuestión es tratar de aislar la región 







se utilizó con éxito para restringir la expresión de ldb al NB 5-6 (De Graeve et al., 2004). Por otro 
lado, actualmente solo los genes temporales nos permiten caracterizar la progenie del NB 3-5 ya que 
salvo ems, ninguno de los genes identificados se expresan tempranamente en el linaje. Por lo tanto, un 
objetivo futuro es encontrar marcadores que nos permitan identificar las diferentes células del linaje 
en estadios tempranos del desarrollo. 
2. Los genes homeóticos controlan espacial y temporalmente la 
diferenciación de las neuronas CCAP/Bursicón
 2.1. Las CCAP-INs se generan en todos los segmentos y no re-
quieren de ningún gen homeótico para su especificación
El patrón de expresión de las neuronas CCAP/Bursicón presenta variaciones a lo largo el eje antero-
posterior. Mientras las CCAP-INs están presentes en todos los segmentos del CNV, desde el S1 al 
A7, las CCAP-NEs solo aparecen en los segmentos T3-A4 en larva de primer estadio y T3-A7 en 
pupa. En este trabajo mostramos que las CCAP-INs no se alteran ante la falta de función de ningún 
gen homeótico. Estas neuronas muestran también un patrón de expresión silvestre cuando elimina-
mos conjuntamente varios genes homeóticos o los expresamos ectópicamente. Concluimos por tanto 
que las CCAP-INs no requieren la expresión de ningún gen homeótico para su especificación.  
 
 La mayoría de los neuropéptidos presentan un patrón restringido en el eje antero-posterior. 
Ejemplos de ello son la expresión de Leucoquinina la cual se da en los segmentos A1-7, la expresión 
de FMRFamida en los segmentos T1-3, o la expresión de Capability en los segmentos A2-4 (revisado 
por (Nassel and Winther, 2010)). Existen sin embargo algunas excepciones como son el Neuropepti-
de-like precursor 1, presente en la mayoría de segmentos y el neuropéptido Proctolin expresado por 
unas 400 células de la CNV (Nassel and Winther, 2010). La presencia de las CCAP-INs en todos los 
segmentos del la CNV sugiere que estas células participan en circuitos neurales repetidos de manera 
segmental. Aunque se desconoce las células con las cuales realizan conexiones, se ha descrito que 
en larva de tercer estadio las CCAP-INs emiten dos proyecciones, una proyección longitudinal a lo 
largo de los fascículos mediales dorsales y ventrales que acaba uniéndose con el resto de proyecciones 
longitudinales en los segmentos A8/9; y una proyección medial que forma extensas arborizaciones 
en alrededor de la línea media, entre los fascículos mediales dorsales y ventrales (Vomel and Wege-
ner, 2007). Además, se conoce que el receptor del CCAP es un receptor acoplado a la proteína G y 
codificado por el gen CG6111 (Cazzamali et al., 2003; Park et al., 2002). Sería interesante estudiar 
el patrón de expresión de este receptor y conocer cuáles son las células que requieren de su función.
 En este trabajo y utilizando  no encontramos diferencias entre las CCAP-INs de los distintos 
hemisegmentos. Teniendo en cuenta que utilizamos únicamente la expresión de CCAP y Bursicón 
para indentificar estas neuronas, es posible que si pudieramos analizar otras caracterísitcas como la 







han descrito singularidades para alguna de ellas en estadios más avandos del desarrollo. Luan et al. 
observaron que únicamente las CCAP-INs del segmento S3 mantienen la expresión de Bursicón en 
el estadio de pupa (Luan et al., 2006a) y producen terminales axónicas que se expanden por toda la 
CNV. Paralelamente, Kim et al. describieron que el péptido mioinhibitorio (MIP) se expresa exclusi-
vamente en las CCAP-INs del T3 al A4 (Kim et al., 2006). Es probable que los genes Scr y Ubx, que 
se expresan en los segmentos S2-S3 y T2-A7 respectivamente realicen una función en la especifica-
ción de estos dos grupos de neuronas CCAP-INs que no hemos identificado en este estudio.
 2.2. Ubx y abd-A evitan la apoptosis de las CCAP-NEs en los seg-
mentos T3-A7
 
En este trabajo mostramos que la expresión de Ubx en la neurona es suficiente para evitar la apoptosis 
de las CCAP-NEs. Por una parte, su expresión ectópica provoca la aparición de CCAP-NEs en los 
segmentos anteriores, mientras que su falta de función conlleva la pérdida de las CCAP-NEs de los 
segmentos T3 y A1. Asimismo, dobles mutantes para Ubx y abd-A no presentan ninguna CCAP-
NEs por lo que concluimos que la falta de función de Ubx es rescatada por la expresión abd-A en los 
segmentos A2-A4. Este mismo modelo de redundancia tiene lugar en la especificación de las neuro-
nas ABLKs (Estacio-Gomez et al., 2013). Nuestos resultados indican que Ubx y abd-A también ase-
guran la supervivencia de las CCAP-ENs de los segmenots A5-A7 dado que en mutantes para Ubx, 
abd-A y Abd-B no observamos ninguna CCAP-ENs en la CNV. Además Ubx se expresa tanto en el 
linaje temprano como en el NB 3-5 de los segmentos T3-A7 y en mutantes Ubx, Abd-B en los que la 
expresión de abd-A no está afectada pudimos indentificar CCAP-ENs en los segmentos A2-A7. En 
larva de tercer estadio no observamos expresión de Ubx en la CCAP-ENs del segmento T3. Este dato 
sugiere que Ubx y abd-A realizan su función anti-apoptótica en un momento concreto del desarrollo 
y que no se requiere su expresión de forma constante para la activación de los neuropéptidos CCAP 
y Bursicón. Contrariamente a las neuronas CCAP/Bursicón, se ha descrito que en las neuronas 
ABLKs, la expresión de Ubx y abd-A debe mantenerse para asegurar la expresión de Leucoquinina 
(Estacio-Gomez, 2013).
 Resulta sorprendente que la expresión ectópica de Abd-A impida la especificación de  las neu-
ronas CCAP/Bursicón. Es posibles que los niveles de expresión de Abd-A ectópicos, mucho más altos 
que endógenos, interfieran en la especificación de estas neuronas. Otra alternativa es que la expresión 
de Abd-A se requiera en un momento preciso del desarrollo y que la expresión permanente en la 
neurona comprometa su especificación. Se ha demostrado que la expresión de los genes homeóticos 
genera distintos efectos dependiendo del momento en el que se produzca. Los NBs abdominales 
postembrionarios, entre los que se encuentra el NB 5-5 (Estacio-Gomez et al., 2013), mueren por 
apoptosis tras un pulso de expresión de Abd-A (Bello et al., 2003). Sin embargo, la expresión ectó-
pica de Abd-A durante la embriogénesis evita la entrada en quiescencia del NB 5-5 (Estacio-Gomez 
et al. 2013). Otro ejemplo son las neuronas GW del NB 7-3. En una situación silvestre, un pulso de 







presión ectópica de Ubx no tiene ningún efecto en su especificación (Rogulja-Ortmann et al., 2008). 
Cabe señalar que el papel que juega Ubx en la especificación de las motoneuronas GW regulando 
la apoptosis es contrario al que realiza en las neuronas CCAP/Bursicón. Sería por tanto interesante 
estudiar si los genes homeóticos contralan directa o indirectamente la activación de los genes proa-
poptóticos, así como qué factores están modulando de la respuesta de estos últimos.  
 2.3. Abd-B controla la diferenciación terminal de las CCAP-NEs 
de los segmentos A5-A7
El patrón de las neuronas CCAP/Bursicón presentan variaciones tanto espaciales como temporales. 
Las CCAP-NEs de los segmentos A5-7 se generan durante la neurogénesis embrionaria (Veverytsa 
and Allan, 2012) pero no expresan ni CCAP ni Bursicón hasta el estadio de larva tardía. Se considera 
que una neurona está completamente diferenciada cuando expresa todos los genes necesarios para su 
función, de forma que las CCAP-NEs tardías no terminan de diferenciarse hasta el estadio de larva. 
Esto mismo sucede con las neuronas denominadas Tv2 y Tv3. Todas las neuronas Tv se generan 
durante el desarrollo embrionario, pero mientras la Tv1 y la Tv4 expresan los péptidos Nplp1 y 
FMRFa respectivamente al final de la embriogénesis (Baumgardt et al., 2007), las neuronas Tv2 y la 
Tv3 comienzan a expresar FMRFa en la metamorfosis (Schneider et al., 1993).  
 Durante su desarrollo, Drosophila melanogaster pasa por distintas fases, una fase embrionaria, 
tres fases larvarias, una fase pupal y una fase adulta. El paso de una a otra conlleva la pérdida de la 
cutícula de la fase anterior y la formación de una nueva. Para que este proceso, denominado ecdisis, 
se lleve a cabo con éxito se requiere una precisa concatenación de patrones de comportamientos y 
cambios fisiológicos (White and Ewer, 2014). Asimismo la ecdisis pupal está acompañada por una 
remodelación de las redes neuronales que permite cubrir las necesidades cambiantes del organismo 
(Levine et al., 1995). Se produce por ejemplo, la muerte de las neuronas RP2 de los segmentos A2-
A7 (Winbush and Weeks, 2011), la restructuración de las conexiones axonales de un importante 
número de neuronas (Brown and Truman, 2009) y la activación de los neuropéptidos previamente 
descritos.
 
 En este trabajo, mostramos que Abd-B es responsable del control temporal de la diferencia-
ción terminal de las CCAP-ENs tardías mediante la represión de la expresión de los neuropéptidos 
CCAP y Bursicón dado que su falta de función permite la diferenciación temprana de estas neuronas. 
Además su expresión ectópica, tanto temprana como tardía, provoca la perdida de CCAP y de Bursi-
cón en toda la CNV. Esto sugiere que Abd-B juega un papel temporal en el control la diferenciación 
terminal de estas neuronas. Por otra parte, nuestros datos sugieren que Abd-B puede controlar la 
expresión de CCAP y Bursicón uniéndose directamente a sus regiones reguladoras.  
 Aunque se desconoce la función del retraso en la diferenciación de las neuronas CCAP-NEs 







que las diferencian del resto de CCAP-NEs. Por una parte, se ha demostrado que las CCAP-NEs 
tardías son suficientes para llevar a cabo la ecdisis pupal, pero no lo son para el inflado de las alas des-
pués de la eclosión del adutlo (Veverytsa and Allan, 2012). Además, se ha observado que, contraria-
mente al resto de neuronas CCAP/Bursicón, no se activan como respuesta a la expresión de la ETH 
(Ecdysis-triggering hormone) (Kim et al., 2006), la hormona que inicia la ecdisis y se expresa en las 
células Inka (Yamanaka et al., 2013). Por último, las CCAP-NEs tardías son las únicas neuronas 
CCAP/Bursicón que requieren el receptor de ecdisona para la expresión de CCAP. Abd-B debe de 
ser el responsable último de estas diferencias. Es posible por tanto, que el retraso en la diferenciación 
de las CCAP-NEs tardías sea una consecuencia de la expresión Abd-B, necesaria para asegurar las ca-
racterísticas previamente descritas. Otra posibilidad es que para que las ecdisis larvarias se produzcan 
correctamente se requiera que las CCAP-NEs de los segmentos A5-7 no expresen ningún neuropép-
tido. 
 El papel de los genes homeóticos ha sido principalmente estudiado en la definición de pa-
trones espaciales a lo largo del eje antero-posterior, sin embargo, los resultados aquí mostrados dan 
cuenta de la complejidad de la función de estos genes en el desarrollo del SNC.
3. La función de hb en la especificación neural
En los linajes de los disintos NBs, encontramos numeros casos en los que se generan más de una 
CMG durante una misma ventana temporal. Los ejemplos mejor estudiados corresponden a la ven-
tana Cas. Durante esta ventana temporal, tanto el NB 3-3 como el NB 5-6 se dividen hasta 7 veces 
(Baumgardt et al., 2009; Tsuji et al., 2008). Existen también ejemplos correspondientes a la ventana 
Hb como son los NBs 7-1 y 3-1 los cuales generan dos CMGs Hb positivas cada uno (Isshiki et al., 
1997) (Pearson and Doe, 2003; Tran and Doe, 2008) o el NB 5-6 que da lugar tres CMGs Hb posi-
tivas (Baumgardt et al., 2009). Estas observaciones nos llevan a preguntarnos cómo diferentes CMGs 
procedentes de una misma ventana temporal y de un mismo NB generan diferentes tipos neuronales.
 3.1.Distintos niveles de expresión de hb en el NB permiten la ge-
neración de diferentes tipos neuronales 
A lo largo de este trabajo establecemos: que los niveles de expresión de Hb en el NB 3-5 aumentan a 
lo largo de su ventana, que las CCAP-NEs se generan en un momento anterior a las CCAP-INs y que 
ambos tipos neuronales requieren la inactividad de la ruta de Notch para su correcta especificación. 
Basándonos en estos resultados proponemos que la ventana Hb del NB 3-5 se divide en dos fases: 
durante la primera el NB expresa bajos niveles de Hb y da lugar a dos células, siendo una de ellas la 
CCAP-NE; durante la segunda fase, el NB expresa altos niveles de Hb y genera otras dos células entre 
las que se encuentra la CCAP-IN. Además demostramos que niveles bajos de expresión de Hb da 
lugar a CCAP-NEs ectópicas, mientras que altos niveles de expresión de este gen genera más CCAP-







diferente a las dos CMGs que se originan a lo largo de esta ventana temporal.
 Un mecanismo similar ha sido propuesto para el NB 7-1 (Pearson and Doe, 2003). En este 
caso Pearson et al. proponen que los niveles de expresión de Hb disminuyen en función del tiempo, 
diferenciando así la primera CMG de la segunda. Sin embargo, los autores no miden los niveles de 
expresión de Hb y observan que la expresión ectópica de bajos niveles de Hb provoca duplicaciones 
de los destinos generados tanto por la primera como por la segunda CMG. Se requiere por tanto un 
mayor análisis de este linaje para confirmar el modelo planteado.
 Otro ejemplo descrito en la literatura la subdivisión de la ventana temporal Cas del NB 5-6. 
Esta subdivisión se lleva a cabo mediante dos bucles de retroalimentación positiva. En un primer 
momento, Cas activa la expresión de collier y de squeeze (sqz) lo que permite la especificación de la 
neurona Apterous 1 (Ap1). Posteriormente, Cas y Sqz activan la expresión de Nab, quien junto a Sqz 
reprime a Collier. En este contexto se producen las neuronas Apterous 2 (Ap2) y Apterous 3 (Ap3). 
Paralelamente, Grh se expresa en todas las neuronas Apterous en forma de gradiente, con menores 
niveles de la Ap1 y mayores en la Ap4. La falta de función de Grh provoca la perdida de la neurona 
Ap4 mientras que su expresión ectópica genera más neuronas Ap4 (Baumgardt et al., 2009). Al igual 
que sucede con Hb en el NB 3-5,  parece que distintos niveles de expresión de Grh en el NB 5-6 son 
los responsables de dar lugar a diferentes destinos neurales.
 En conjunto, estos datos sugieren que durante la neurogénesis embrionaria, la expresión gra-
duada de los hb y grh en los NBs juegan un importante papel de la especificación de distintos destinos 
dentro de una misma ventana temporal.
 3.2. La función de hb en las neuronas 
En este trabajo observamos que en las CCAP-INs los niveles de expresión de Hb son altos mientras 
que en las CCAP-NEs son bajos o indetectables. Asimismo, mostramos que la expresión ectópica 
de Hb en las neuronas es suficiente para trasformar el destino CCAP-NE en CCAP-IN. De estos 
resultados concluimos que Hb tiene la capacidad de regular la batería de genes que dan lugar a la 
identidad CCAP-IN. 
 Pearson et al. observaron que la expresión ectópica de Hb en las neuronas del NB 7-1 no 
altera su fenotipo silvestre lo que les llevo a proponer que las neuronas no tienen capacidad para res-
ponder a la expresión de un gen temporal (Pearson et al., 2003). No obstante, más recientemente se 
ha observado que la expresión ectópica de Grh en las neuronas Ap es capaz de convertir los destinos 
Ap1, Ap2 y Ap3, en Ap4 (Baumgardt et al., 2009). Estas neuronas se generan de forma secuencial 
a a partir del NB5-6 y muestran un incremento progresivo de expresión de Grh. Del mismo modo 
que la expresión ectópica de Hb en las neuronas del linaje del NB 3-5 solo modifica el destino de las 







linaje que ya expresaban Grh. Estos resultados sugieren que las neuronas mantienen la competencia 
que les permiten responder a la modificación de los niveles de expresión del gen que define la ventana 
temporal en la que se generaron.
 En resumen, proponemos que los genes temporales realizan una función de especificación 
tanto en los NBs como en las neuronas. Queda ahora por entender si la función que realizan en las 
neuronas es necesaria y diferente de la que llevan a cabo en los NBs. 
 3.3. ikaros, el homólogo de hb en vertebrados
Se ha demostrado que un ortólogo de Hb en vertebrados, el gen ikaros, realiza una función similar al 
papel de Hb como gen temporal. Ikaros es un factor de transcripción con dos dominios de dedos de 
zinc relacionados estructuralmente con Hb.
 En la retina de ratón, ikaros se expresa en las células progenitoras tempranas pero no en las 
tardías. Ratones mutantes para ikaros presentan una reducción de los destinos tempranos mientras 
que los tardíos no se ven afectados. Además, su expresión ectópica en células progenitoras tardías es 
suficiente para la generación de destinos tempranos (Elliott et al., 2008). Al igual que Hb, se ha ob-
servado que la expresión de este gen es permisiva y no instructiva ya que durante la ventana de Ikaros 
se generan al menos 3 tipos celulares diferentes. Debe existir por tanto un mecanismo que subdivida 
esta ventana temporal del mismo modo que sucede en Drosophila melanogaster. La expresión ectó-
pica de ikaros también genera 3 destinos diferentes, por lo que es probable que no sean los distintos 
niveles de expresión los que aseguren la correcta especificación de los distintos. 
 Recientemente se ha demostrado que en la corteza cerebral de ratón, ikaros se expresa pre-
ferencialmente en los progenitores corticales tempranos (Alsio et al., 2013). La expresión sostenida 
de ikaros prolonga el periodo de generación de neuronas de capas profundas, neuronas tempranas, a 
expensas de las capas más superficiales. Los autores observan un aumento del número de células de 
las capas 5 y 6, lo que sugiere que al igual que en el caso anterior, la expresión ectópica de ikaros da 
lugar a varios tipos celulares. Cabe la posibilidad de que un mismo progenitor de lugar a células de las 
distintas capas, sin embargo, no se puede descartar que los de tipos celulares identificados procedan 
de distintos progenitores.
 Estos dos trabajos ponen de manifiesto que ikaros se comporta como gen temporal temprano 
en la neurogénesis de vertebrados. Sin embargo, no se ha estudiado cómo se generan distintos desti-
nos durante su ventana de expresión. La información obtenida en Drosophila melanogaster puede ser 







4. Nuevos genes implicados en la especificación de las neuronas 
CCAP/Bursicón: ems, isl, elB, noc, tsh
Los NBs adquieren una identidad en función de su localización antes de delaminar. Esta identidad 
se traduce en la activación y/o represión secuencial de un conjunto de genes que contribuyen a la 
especificación de distintos destinos, entre los que se encuentran los genes temporales. De esta forma, 
una vez activados sus programas desarrollo, los NBs se comportan de manera autónoma celular. La 
ruta de Notch añade un nivel más de complejidad influyendo sobre la activación y/o represión de 
una batería de genes. No se conoce aún como la información recibida por este conjunto de genes : 
columnares, segmentales, homeóticos, temporales y diana de la ruta de Notch, se intengra en una 
única célula para activar un programa de desarrollo y generar un destino específico. En este trabajo 
hemos estudiado cómo los mecanismos de especificación neuronal descritos en la literatura afectan 
a la adquisición del destino CCAP/Bursicón. De este modo hemos determinado que las neuronas 
CCAP/Bursicón proceden del NB 3-5, se generan durante la ventana Hb y requieren que la ruta 
de Notch esté inhibida para su correcta especificación. El siguiente objetivo es entender cómo estas 
informaciones se integran para dar lugar al destino neuronal diferenciado.
 Teniendo en cuenta que estudiar el programa de desarrollo de un NB pasa por identificar los 
genes que lo componen, realizamos una búsqueda de genes cuya falta de función comprometiera la 
diferenciación de las neuronas CCAP/Bursicón. Identificamos así 5 factores de transcripción necesa-
rios para la diferenciación de estas neuronas: ems, isl, elB, noc y tsh.
 4.1. Función de los nuevos genes identificados en la adquisición 
del destino CCAP/Bursicón
  4.1.1. El gen empty espiracles
El gen ems codifica una proteína con homeodominio implicada en la regionalización del cerebro de 
Drosophila melanogaster. Su falta de función provoca la perdida prácticamente total del deuto y tri-
tocerebro, por lo que se le considera un gen gap anterior (Hartmann et al., 2000; Hirth et al., 1995; 
Walldorf and Gehring, 1992; Younossi-Hartenstein et al., 1997). En la CNV se expresa en los NB 
3-3, 3-5 y 4-4 así como en la región del NE del que delaminan (Hartmann et al., 2000). Por una 
parte, se ha descrito que la falta de función de ems no afecta ni a la delaminación ni a la división de 
los NBs Ems positivos, pero si a la axonación de las células a las que dan lugar (Hartmann et al., 
2000). Por otra parte, se ha observado que la falta de función de ems en un linaje postembrionario 
del cerebro provoca la apoptosis de aproximadamente la mitad de su progenie (Lichtneckert et al., 
2007). Teniendo en cuenta estos datos, cabe pensar que la perdida de tinción de CCAP y de Bursicón 
que observamos en embriones mutantes para ems se deba a la apoptosis de estas células causada por 
su incorrecta axonación. Queda por comprobar si la supresión de la apoptosis rescata el fenotipo de 







  4.1.2. El gen islet
El gen isl codifica un factor LIM-HD necesario para la activación del neuropéptido en un conjunto 
de motoneuronas, así como para su correcta axonación (Thor y Thomas, 1997). En nuestro trabajo 
observamos que isl se expresa tanto en las CCAP-INs como en las CCAP-NEs. Al igual que ems, es 
posible que la expresión de isl sea necesaria para que estas neuronas emitan correctamente sus axones 
y aseguren su viabilidad. Para comprobar esta hipótesis necesitamos herramientas que nos permitan 
visualizar la axonación de las neuronas CCAP/Bursicón en ausencia de la activación los neuropépti-
dos.
  4.1.3. El complejo elbow/no ocelli
El complejo elB/noc abarca una región de unas 200 kb que codifica dos proteínas con dedos de zinc 
pertenecientes a la familia NET. Ambas están implicadas en el establecimiento del eje próximo-distal 
en las patas y alas (Weihe et al., 2004), así como en la morfogénesis de las ramas traqueales (Dorfman 
et al., 2002). En el desarrollo del sistema nervioso de Drosophila melanogaster tan solo se ha estudiado 
su función en la especificación de un subtipo de fotoreceptor (Dorfman et al., 2002). En vertebrados 
se sabe que las proteínas de la familia NET juegan un papel importante en la especificación de unas 
motoneuronas de la cuerda nerviosa del pollo (Ji et al., 2009) y en el desarrollo del romboencéfalo 
del pez zebra (Hoyle et al., 2004). En el caso de las neuronas CCAP/Bursicón, la falta de función 
del complejo elB/noc afecta tanto a las CCAP-INs como a las CCAP-NEs, aunque solo elimina la 
expresión de CCAP sin afectar la de Bursicón. Es posible que la expresión del complejo elB/noc se 
requiera para la activación del CCAP por lo que sería interesante saber si este complejo de factores de 
transcripción se une directamente a su región reguladora.
  4.2.3. El gen teashirt
El gen tsh codifica factor de transcripción con dedos de zinc implicado en diversos procesos a lo largo 
del desarrollo de la mosca. Colabora con los genes homeóticos del tronco para reprimir la expresión 
de los genes homeóticos de la cabeza (Fasano et al., 1991; Roder et al., 1992). Al igual que el com-
plejo elB/noc, su falta de función altera la expresión de CCAP pero no la de Bursicón. De igual modo 
es posible que tsh se una directamente a la región reguladora del CCAP.
 4.2. Integración de la función de ems, isl, elB/noc y tsh con los 
mecanismos de especificación previamente analizados
Nuestros resultados sugieren que los genes ems, isl, elB, noc y tsh están implicados en aspectos con-
cretos de la diferenciación de las neuronas CCAP/Bursicón como son la axonación o la activación de 
uno de los neuropéptidos. De ser así, estos genes podrían ser considerados como efectores del pro-







Queda ahora comprender cómo estos últimos regulan su expresión. Una primera aproximación po-
dría consistir en analizar cómo afecta la falta de función o la expresión ectópica de Hb a la expresión 
de isl, el, noc y tsh. Dado que la regulación de estos genes debe ser específica de cada linaje, es preciso 
estudiarla en la progenie del NB 3-5. Sin embargo, el linaje del NB 3-5 solo puede ser identificado 
hasta estadio 11 mientras que la expresión de tup, noc y tsh comienza alrededor del estadio 14. Para 
llevar a cabo este análisis debemos por tanto identificar previamente un marcador exclusivo del NB 
3-5. 
 ems se expresa en el NE antes de la delaminación del NB 3-5 así como en el linaje de este. 
Por lo tanto no es esperable que su expresión esté regulada por un gen temporal. No obstante, sería 
interesante estudiar cómo los genes segmentales y columnares delimitan su patrón de expresión neu-
roectodérmico. Además, dado que ems se expresa tempranamente en el linaje del NB 3-5, es posible 
que sea necesario para la activación del resto de genes implicados en la especificación de las neuronas 
CCAP/Bursicón como son: isl, el, noc, tsh y hb por lo que otro objetivo sería analizar las relaciones 
genéticas entre ellos. 
 Por último, cabe señalar que ni ems, ni isl, ni el ni tsh generan neuronas CCAP/Bursicón fue-
ra de su patrón silvestre al ser expresados ectópicamente. Estos genes requieren un contexto génico 
concreto para llevar a cabo su función, lo que sugiere que son parte de un código combinatorial. Es 
posible que la expresión ectópica conjunta de alguno de estos genes, o junto con la de hb si produzca 
neuronas CCAP/Bursicón ectópicas. En ese caso podríamos identificar las características de las célu-














1. En la larva de primer estadio se identifican dos tipos de neuronas CCAP/Bursicón. Una CCAP-
IN presente en todos hemisegmentos, desde el hemisegmento S1 hasta el hemisegmento A7, y una 
CCAP-NE presente desde el hemisegmento T3 hasta hemisegmento A4. En la larva de tercer esta-
dio, se observan además CCAP-NEs en los hemisegmentos A5 a A7.
2. El NB3-5 es el progenitor de todas las neuronas CCAP/Bursicón, delamina en el estadio 8 y 
comienza su programa de desarrollo en la ventana temporal Hb. Durante esta ventana temporal el 
NB3-5 se divide dos veces dando lugar a 4 células. En estadio 10, el NB entra en la ventana temporal 
Kr. 
3. Los niveles crecientes de expresión de hb en el NB3-5 subdividen su ventana temporal. De esta 
forma altos niveles de expresión de hb en el NB dan lugar a la CCAP-NE mientas que bajos niveles 
de expresión permiten la generación de la CCAP-IN.
4. Los neuronas son compentes para responder a la expresión de los genes temporales ya que la expre-
sión de altos niveles de Hb es suficiente para transformar la CCAP-NE en CCAP-IN.
5. La presencia de la neurona CCAP-EN en los diferentes segmentos está regulada por los genes del 
complejo Bithorax. Así la expresión de Ubx asegura la especificación de las CCAP-ENs en los seg-
mentos T3 y A4 evitando su muerte por apoptosis. Esta función puede ser suplida por abd-A en los 
segmentos A2-A4.
6. El gen Abd-B controla temporalmente la expresión de los neuropéptidos CCAP y Bursicón en 
las CCAP-NEs de los segmentos A5-A7, reprimiendo su expresión durante el desarrollo larvario y 
permitiéndola al final de este.
7. La ruta de Notch debe estar inactiva para que las neuronas CCAP/Bursicón se especifiquen co-
rrectamente. 
8. Los genes ems, isl, el, noc y tsh están implicados en la especificación de las neuronas CCAP/Bur-
sicón. La falta de función de ems y de isl da lugar a la perdida de expresión de CCAP y Bursicón, 
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1.Tabla 1: Resume de los fenotipos presentados en este trabajo
Subesófago Tórax Abdomen
n media des. n media des. n media des.
silvestre 70 2,8 0,5 73 3,9 0,2 74 7,7 1,6
silvetre (#) 20 3,0 0,0 20 4,0 0,0 20 10,4 1,9
Genes 
columnares
vnd6 13 2,0 0,4 18 3,3 1,3 16 6,8ǂ 0,4
ind16.2 28 0,7* 0,7 29 0,2* 0,5 29 0,2* 0,5
MshD68 13 2,6 0,5 13 3,8 0,3 13 7,4 0,6
sca-Gal4 UAS-ind 12 2,9 0,3 12 4,0 0,0 17 6,8ǂ 0,8
sca-Gal4 
UAS-Mshm25-m6
14 2,8 0,9 15 3,6 0,6 20 6,5ǂ 1,2
Genes 
homeóticos
lab4 20 2,8 0,5 20 3,8 0,5 20 6,8ǂ 0,7
pb10 12 2,6 0,5 14 3,9 0,3 14 6,5ǂ 0,9
Dfd1 20 2,8 0,6 21 3,9 0,2 20 8,5 1,1
Scr4 10 3,1 0,3 10 3,7 0,5 10 6,7ǂ 0,7
Antp14 26 3,1ǂ 0,5 26 4,1 0,7 10 7,4 0,7
Ubx6.28 15 3,0ǂ 0,0 15 3,2* 0,4 15 6,9 1,6
Ubx6.28 (#) 20 3,2 0,5 20 3,0* 0,0 20 9,45 1,3
Df(3L)H99 9 5,4ǂ 1,8 10 4,2 1,2 8 6,5 1,5
Df(3L)H99 (#) 9 4,5* 0,5 11 5,8* 0,6 11 9,9 1,8
Df(3L)H99 Ubx6.28 (#) 10 4,9* 1,4 10 5,1* 1,0 10 10,2 1,5
UbxMX6 abd-AM1 21 2,9 0,4 23 2,8* 0,5 21 6,9ǂ 0,6
UbxMX6 abd-AM1 (#) 11 2,9 0,3 14 3,0* 0,0 14 7,0* 0,0
abd-AM1 25 2,9 0,4 33 3,5 1,1 32 6,9ǂ 0,5
Abd-BM1 19 3,0 0,3 19 4,0 0,0 19 10,5* 1,7
Abd-BM1 (#) 19 3,0 0,3 19 4,0 0,0 19 16* 2,3
Ubx922Abd-BM5  (#) 11 3,0* 0,0 11 3,0* 0,0 11 12,5* 0,7
Ubx1 abd-AP24 
Abd-BD18  (#)
8 3,0ǂ 0,0 8 3,0* 0,0 8 7,0* 0,0
elav-Gal4 UAS-Abd-B-
RNAi12024  (#)
18 3,1 0,4 28 4,0 0,0 36 14,6* 1,4
worn-G4 UAS-lab 49 3,0ǂ 0,2 49 3,8 0,4 43 7,1 1,5
worn-G4 UAS-pb 15 2,8 0,5 17 3,8 0,3 17 8,0 1,0
worn-G4 UAS-DfdW4 15 2,9 0,2 18 3,7 0,4 19 7,1 0,9
worn-G4 UAS-Scr 15 2,7 0,4 15 3,9 0,2 16 8,1 1,2
worn-G4 UAS-Antp 15 3,0 0,6 14 3,9 0,5 18 7,1 2,0
worn-G4 UAS-UbxIAI 33 2,7 0,8 33 3,5 1,0 18 7,8 1,6
worn-G4 
UAS-abd-A20-10-1
15 3,3 1,1 15 4,0 0,2 15 7,0 1,2
worn-G4 
UAS-Abd-Bm2SG19









elav-G4 UAS-lab 12 2,8 0,3 12 4,0 0,0 12 8,2 1,3
elav-G4 UAS-pb 35 3,0ǂ 0,0 36 4,0 0,3 38 7,4 3,0
elav-G4 UAS-DfdW4 18 3,0ǂ 0,0 18 3,9 0,2 19 7,4 1,0
elav-G4 UAS-Scr 55 2,7 0,5 47 3,7 0,4 17 7,0 0,6
elav-G4 UAS-Antp 15 2,9 0,2 16 3,8 0,2 15 7,0 0,7
elav-Gal4 
UAS-UbxIAI
17 3,5* 0,5 18 5,5* 1,0 20 6,9ǂ 0,7
elav-Gal4 UAS-UbxIAI 
(#)
26 3,9* 0,9 26 4,7* 0,7 26 9,5 1,2
elav-Gal4 
UAS-abd-A20-10-1
48 0,08* 0,28 50 0,0* 0,0 50 0,04* 0,2
elav-Gal4 
UAS-abd-A20-10-1 (#)
20 0,3* 0,7 20 0,2* 0,5 20 0,1* 0,5
elav-Gal4 
UAS-Abd-B m2SG19 
16 0,0* 0,0 16 0,0* 0,0 16 0,0* 0,0
elav-Gal4 
UAS-Abd-B m2SG19 (#)
70 0,5* 0,8 70 0,5* 0,8 70 0,3* 0,8
Genes 
temporales
hbP1 hbFB 3 0,0* 0,0 3 0,0* 0,0 3 0,0* 0,0
hb1/hbP1 hbFB (#) 21 0,0* 0,0 21 1,4* 0,8 21 4,8* 1,6
kr1 krCD 18 3,0 0,3 20 3,6 0,7 20 8,0 2,3
Df(2L)ED773 (pdm) 37 3,0 0,0 38 4,0 1,0 38 6,7 2,3
casD1 13 3,0 0,5 13 3,6 0,5 13 6,6 1,3
grhIM 14 2,9 0,3 16 3,8 0,4 16 7,2 1,0
insc-Gal4 UAS-hbF4A 20 7,2* 1,6 20 6,5* 0,8 20 14,2* 1,6
insc-Gal4 UAS-hbF4A 
(#)
11 6,5* 0,8 12 6,5* 0,5 12 16* 3,1
prosp-Gal4 UAS-HbF4A 16 4,2* 1,4 16 4,8ǂ 1,2 16 10,6* 2,9
worn-Gal4 UAS-hbF4A 20 5,8ǂ 2 20 5,0* 0,0 20 12,2* 1,0
insc-Gal4 UAS-Kr 19 3,0 0,2 20 3,7 0,6 20 9,6 2,5
worn-Gal4 UAS-pdm 20 2,8 0,3 20 3,9 0,4 20 7,2 0,9
worn-Gal4 UAS-cas 17 3,1 0,7 17 3,9 0,9 17 9,2 1,7
worn-Gal4 UAS-grh15M 21 2,9 0,3 21 4,2 0,6 21 8,0 1,1
elav-Gal4 UAS-hbF4A 17 4,1* 0,6 17 4,7* 0,7 17 7,9 1,3
elav-Gal4 UAS-hbF4A 
(#)
16 4,7* 0,5 16 5,4* 0,6 16 12,6 1,0
elav-Gal4 UAS-pdm 21 2,8 0,7 20 4,0 0,3 20 8,7 1,7
elav-Gal4 UAS-cas 20 2,9 0,2 20 3,8 0,3 20 8,3 1,6
elav-G4 UAS-grh15M 36 2,7 0,5 36 3,7 0,5 36 6,9ǂ 0,8
svp1 35 3,9* 1,1 35 5,1* 0,9 26 10,1* 2,3
svp1 (#) 14 5,5* 1,5 14 6,1* 0,5 13 13,8* 1,4









Genes de la 
ruta
de Notch
spdoG104 12 2,2 1,3 11 3,0 1,5 12 2,5* 2,0
spdoG104 (#) 9 3,0 1,8 9 5,2 2,5 10 9,2 2,2
jumu06439 10 3,0ǂ 0,0 12 3,9 0,3 12 7,0ǂ 0,8
Heyf06656 17 3,0 0,4 17 3,8 0,3 17 8,7 1,5
elavG4-UmamDN 23 2,9 0,2 26 3,9 0,2 26 9,0ǂ 1,7
elav-Gal4 
UAS-Nintra
20 2,6 0,6 20 4,0 0,2 20 7,4 1,5
elavG4 UAS-Hey1315 18 3,0 0,2 20 3,9 0,3 20 6,5ǂ 1,4
numb1 10 2,8 0,4 10 3,8 0,4 9 7,0 1,1
Df(3L)H99 9 5,4ǂ 1,8 10 4,2 1,2 8 6,5 1,5








C C A P /
Bursicon
ems 1 16 1,2* 0,9 22 1,3* 1,3 24 2,0* 2,1
ems1 (#) 12 1* 1,3 12 1,7* 1,4 13 3,6* 2
Df(3L)H99 ems 1 13 2,9 0,3 13 3,8 0,3 14 7,7 1,5
isl1 34 1,9* 0,8 34 1,8* 0,9 34 1,5* 2
isl (#) 11 0,0* 0 11 0,3* 0,4 11 0,7* 1,1
Df(2R)tsh8 22 3,0 0,5 24 2,9* 1 23 1,6* 2,4
Df(2R)tsh8 (#) 12 3,1 0,3 12 3,8 0,3 12 11,7 1,5
elB3.3.1 nocD64 15 2,0* 0,5 29 2,3* 1,3 29 2,4* 2,3
elB3.3.1 nocD64 (#) 12 2,8 0,6 12 3,5 0,6 12 9,2 1,6
insc-G4 UAS-ems15B 16 2,8 0,3 17 4,0 0,2 17 7,4 1,5
insc-G4 UAS-isl 14 3,0ǂ 0,0 14 3,9 0,2 14 8,7 1,1
insc-G4 UAS-tsh 19 3,0ǂ 0,0 19 3,8 0,5 20 8,8ǂ 1,3
insc-G4 
UAS-elB EP2039
14 3,2 0,6 11 4,0 0,0 14 10,0ǂ 1,0
elav-Gal4 UAS-ems15B 18 3,0 0,2 18 4,0 0,4 19 7,6 1,0
elav-G4 UAS-isl 18 3,1ǂ 0,2 18 3,9 0,2 18 7,6 1,0
elav-Gal4 UAS-tsh 11 2,9 0,5 11 4,0 0,0 11 8,1 1,6
elav-G4 
UAS-elBEP2039
20 3,0 0,4 15 4,0 0,0 20 6,8 1,5
n: número de hemiganglios observados
media: número medio de neuronas CCAP/Bursicón por hemiganglio subesofágico, torácio y abdo-
minal
des.: desviación típica de la media
Se analizaron los datos mediante la prueba T de student
ǂ señala cuando las diferencias con respecto a los individuos silvestres son significativas con un p-
valor< 0.01










2. Table 2:  Estudio de los genes cuya falta de función no altera 
el patrón de neuronas CCAP/Bursicón
Subesófago Tórax Abdomen
 Nombre Genotipo n media des. n media des. n media des.
silvestre silvestre 70 2,8 0,5 73 3,9 0,2 74 7,7 1,64
abnormal spindle asp1 11 2,5 0,7 16 2,9ǂ 1,2 16 7,6 1,3
abrupt ab1D 11 2,8 0,5 11 4,0 0,0 11 6,8ǂ 0,8
achaete acHw-49c 14 2,9 0,2 14 3,9 0,3 14 8,3 1,5
apterous apP44 19 3,1 0,2 19 4,0 0,3 19 8,6 1,5
apointed apt63Ea-G14 11 2,9 0,4 13 3,9 0,3 11 7,7 1,4
Arrowhead Awh 63Ea-G14 18 2,5 0,6 18 2,9ǂ 1,0 18 6,5 1,9
brother of odd with 
entrails limited
bowl1 15 2,9 0,5 16 3,7 0,5 16 7,6 1,7
charlatan Df(2R) Exel 
7135
10 1,6 1,4 10 4,0 0,0 10 7 0,5
capricious caps65.2 20 3,2ǂ 0,4 20 4,1 0,4 20 7,7 0,9
Chip Chipe5.5 17 3,1ǂ 0,2 17 3,9 0,3 17 6,3ǂ 0,8
collier col1 15 3,1 0,6 15 3,8 0,4 15 9,1ǂ 1,6
crooked legs crol04418 12 2,4 0,8 13 4,2 0,4 13 8,6 2,0
daugterless da1 20 2,9 0,4 18 3,8 0,4 18 6,7ǂ 1,1
dimmed dimmP1 20 2,9 0,3 21 4,0 0,0 21 6,8ǂ 0,7
dissatisfaction dsf f00109 12 2,9 0,3 12 3,9 0,3 18 7,1 1,4
DP transcription 
factor
D f ( 2 R ) 
BSC272
20 3,1ǂ 0,3 20 4,0 0,0 22 9,0ǂ 1,5
Ecdysone receptor EcRQ50st/06210 20 3,0ǂ 0,0 20 4,0 0,2 20 8,4 1,2
Ecdysone receptor EcR112 11 3,1 0,6 11 3,9 0,3 11 5,9ǂ 2,1
Ecdysone receptor EcRQ50st/31 13 2,8 0,4 13 3,9 0,3 13 8,6 2,1
espinas esnf004477 20 3,1ǂ 0,4 20 3,7 0,6 22 7,9 1,1
espinas esn f004477 /
Df(2R) Exel 
6283
14 2,7 0,6 14 4,0 0,0 16 8,2 1,5
eyes absent eya10 13 3,0ǂ 0,0 13 4,0 0,0 13 7,4 1,2
eyes absent eyacli-IID 9 3,0ǂ 0,0 9 4,0 0,0 9 7,3 1,6
eyeless ey2 15 3,1ǂ 0,4 20 3,9 0,3 15 6,8ǂ 0,7
extra-extra exexKK30 11 3,0 0,0 15 3,9 0,6 15 7,0ǂ 0,9
Fer3 D f ( 3 R ) 
Exe l8154/
D f ( 3 R )
Exel7309
15 3,0ǂ 0,0 15 3,9 0,3 17 7,6 1,4











D f ( 3 R ) 
B S C 4 9 3 / 
D f ( 3 R ) 
BSC679
20 2,9 0,3 20 3,8 0,6 20 6,9ǂ 0,7
germ-cell expressed 
bHLH-PAS
D f ( 1 ) 
ED7294
13 3,1ǂ 0,4 13 3,9 0,4 13 6,9ǂ 0,7
gemini D f ( 2 R )
B S C 3 5 0 /
D f ( 2 R )
BSC303
15 2,8 0,7 15 3,7 0,4 15 7,2 1,5
gooseberry gsbIIX62 19 3,0 0,6 19 4,4 0,8 19 7,6 2,1
giant gtE6 15 3,1ǂ 0,3 15 4,0 0,0 15 8,9ǂ 1,5
grain grn7l 11 2,9 0,3 11 4,0 0,0 11 8,8ǂ 0,9




20 3,1ǂ 0,2 20 4,0 0,2 18 6,8 1,2
huckebein hkb2/A321R1 14 2,8 0,4 14 3,9 0,4 14 6,6 0,5
Heat shock factor Hsf1 20 3,0ǂ 0,0 20 4,0 0,0 20 6,9 1,1
jing jing01094/22F3 20 2,6 0,5 21 3,4 0,8 20 5,9ǂ 1,8
ken and barbie ken02970 14 3,1 0,3 14 4,0 0,0 14 8,8 1,7
klumpfuss klu212IR51C 8 2,9 0,4 11 3,8 0,5 11 6,9ǂ 0,6
Kr-h1 Kr-h1EP2884 11 2,9 0,3 11 3,8 0,4 11 6,6 1,7
Lim3 Lim32 16 2,7 0,6 16 3,3ǂ 0,9 16 7,7 0,9
lozenge lzγ15 15 3,0ǂ 0,0 15 3,9 0,3 15 6,9 1,5
mirros mirrSaiD3 20 3,0ǂ 0,0 18 4,0 0,3 20 8,0 1,6
moira mor1 11 2,6 0,5 11 4,0 0,4 11 8,8 2,1
molting defective mld92 27 3,0ǂ 0,0 27 4,0 0,4 27 6,8 1,9
nab nabr52/sh143 10 3,0ǂ 0,0 10 3,7 0,5 10 6,9ǂ 0,7
Nkx6 Nkx6D25 16 2,9 0,8 16 4,1 0,3 16 7,7 1,8
odd-skipped odd01683 10 2,9 0,7 10 4,1 0,3 12 9,3ǂ 1,5
osa osa2 19 3,0ǂ 0,0 19 4,2 0,6 19 9,5 2,2
pannier pnrvx1 15 3,1ǂ 0,3 15 4,0 0,0 15 7,4 1,7
pannier pnrvx6 10 2,5 0,7 10 2,3 1,2 10 6,0 1,0
reaper rprXR28 19 3,1 0,5 19 4,0 0,7 19 7,8 1,0
retained rtn1 20 2,5 0,6 20 3,4ǂ 0,8 20 6,5 2,0
rotund rn20 12 2,5 0,5 12 4,0 0,0 13 7,7 0,5
sloppy paired 1 slp11 17 3,0 0,6 17 4,1 0,8 17 7,4 2,1
sloppy paired 1 slp12 8 3,0ǂ 0,0 8 4,5 0,6 14 7,3 1,5









tailless tll 1/l49 11 2,9 1,1 11 4,0 0,0 11 6,8ǂ 0,8
tailless tll1 9 2,9 0,6 11 3,8 0,4 11 7,8 2,3
twin of eyeless toyhdl 20 3,1ǂ 0,4 20 3,9 0,3 20 7,2 0,6
vein vn1067 13 2,9 0,3 13 4,0 0,0 14 7,2 0,8
worniu wor1 14 2,7 0,5 14 4,0 0,0 18 8,5 1
Zn finger domain 
1
zfh100865 17 3,2ǂ 0,6 17 4,0 0,0 17 8,8 1,5
Zn finger domain 
2




19 3,2ǂ 0,4 19 4,1 0,3 22 8,5 1,5
n: número de hemiganglios observados
media: número medio de neuronas CCAP/Bursicón por hemiganglio subesofágico, torácio y abdo-
minal
des.: desviación típica de la media
Se analizaron los datos mediante la prueba T de student
ǂ señala cuando las diferencias con respecto a los individuos silvestres son significativas con un p-
valor< 0.01














n media des. n media des. n media des.
silvestre 70 2,8 0,5 73 3,9 0,2 74 7,7 1,6
Df(2L)net-PMF 21A1;21B7--8 # # # # # # # # #
Df(2L)BSC106 21B7;21C2 # # # # # # # # #
Df(2L)BSC4 21B7--C1;21C2--3 # # # # # # # # #
Df(2L)BSC16 21C3--4;21C6--8 # # # # # # # # #
Df(2L)BSC37 22D2--3;22F1--2 15 2,6 0,8 16 2,0* 1,3 18 0,8* 1,4
Df(2L)dpp[d14] 22E4--F2;22F3--
23A1
# # # # # # # # #
Df(2L)JS17 23C1--2;23E1--2 # # # # # # # # #
Df(2L)BSC28 23C5--D1;23E2 # # # # # # # # #
Df(2L)BSC31 23E5;23F4--5 # # # # # # # # #
Df(2L)ED250 24F4;25A7 25 2,5 0,7 25 2,8* 1 24 2,3* 1,9
Df(2L)BSC109 25C4;25C8 # # # # # # # # #
Df(2L)Exel6011 25C8;25D5 # # # # # # # # #
Df(2L)BSC169 25E5;25F3 16 2,8 0,4 16 2,9ǂ 0,8 16 1,3* 1,5
Df(2L)Exel6013 25F2;25F5 # # # # # # # # #
Df(2L)ED347 25F5;26B5 # # # # # # # # #
Df(2L)Exel6015 26B5;26B11--C1 # # # # # # # # #
Df(2L)Exel9038 26C2;26C3 # # # # # # # # #
Df(2L)Dwee1-
W05
27C2--3;27C4--5 # # # # # # # # #
Df(2L)Exel7029 27C4;27D4 # # # # # # # # #
Df(2L)Exel7031 27F2;28A3 # # # # # # # # #





37 2,8 0,5 37 2,3* 1,4 36 2,1* 2,1
Df(2L)BSC111 28F5;29B1 # # # # # # # # #
Df(2L)Exel7038 29C4;29D5 # # # # # # # # #
Df(2L)BSC215 29D3;29E1 # # # # # # # # #
Df(2L)BSC143 31B1;31D9 # # # # # # # # #
Df(2L)Exel7048 31E3;31F5 # # # # # # # # #
Df(2L)ED746 31F4;32A5 20 2,2 1,1 20 3,1ǂ 1,1 20 4* 2,5
Df(2L)BSC36 32D1;32D4--E1 # # # # # # # # #
Df(2L)FCK-20 32D1;32F1--3 # # # # # # # # #
Df(2L)TE-
35BC-24
35B4--6;35F1--7 17 0,5* 1 19 0,4* 1,1 19 0,3* 0,9
Df(2L)Exel6038 35D6;35E2 # # # # # # # # #









Df(2L)Exel8036 36B1;36C9 # # # # # # # # #
Df(2L)BSC148 36C8;36E3 # # # # # # # # #
Df(2L)BSC256 36E3;36F2 # # # # # # # # #
Df(2L)Exel6045 38A3;38A7 # # # # # # # # #
Df(2L)Exel7077 38A7;38B2 10 2,7 0,7 10 2ǂ 1,3 10 1,2* 2
Df(2L)ED1317 38D1;38F5 19 1,9 1,4 20 1* 1,4 20 0,7* 1,4
Df(2L)Exel7080 38F3;39A2 # # # # # # # # #
Df(2L)Exel6047 39A2;39B4 # # # # # # # # #
Df(2L)Exel6048 39B4;39C2 # # # # # # # # #
Df(2L)ED1466 39E3;40A5 # # # # # # # # #
Df(2L)Exel6049 40A5;40D3 8 1,6* 0,9 8 0,8* 1 11 0* 0
Df(2L)BSC151 40A5;40E5 24 2,7 0,8 24 2,8* 0,9 24 3,3* 2
Df(2L)C’ h35;h38L # # # # # # # # #
Df(2R)Nipped-
D
h46;41C1--6> 15 2,6 1,1 15 3* 1 17 2,1* 2,8
Df(2R)Exel7092 43E5;43E12 # # # # # # # # #
Df(2R)w45-30n 45A6--7;45E2--3 # # # # # # # # #
Df(2R)BSC132 45F6;46B4 # # # # # # # # #
Df(2R)BSC303 46E1;46F3 # # # # # # # # #
Df(2R)BSC281 46F1;47A9 # # # # # # # # #
Df(2R)Exel7124 49F10;50A1 # # # # # # # # #
Df(2R)Exel7131 50E4;50F6 38 2,5 0,9 37 2,3* 1,6 37 1,5* 2,1
Df(2R)Exel7135 51E2;51E11 17 2,1ǂ 1 17 1,9* 1,4 17 1,2* 1,7
Df(2R)Exel6063 52F6;53C4 17 2,1 1,2 17 1,9* 1,5 17 2,4* 3,1
Df(2R)Exel7142 53B1;53C4 # # # # # # # # #
Df(2R)BSC161 54B2;54B17 # # # # # # # # #
Df(2R)BSC355 54B16;54C3 10 1,5 1,6 10 0,8* 1,6 10 0* 0
Df(2R)Exel7150 54E1;54E9 # # # # # # # # #
Df(2R)ED3923 57F6;57F10 # # # # # # # # #
Df(2R)Exel6082 60C4;60C7 # # # # # # # # #
Df(2R)Px2 60C4--60C6;60D9 # # # # # # # # #
n: número de hemiganglios observados
media: número medio de neuronas CCAP/Bursicón por hemiganglio subesofágico, torácio y abdo-
minal
des.: desviación típica de la media
Se analizaron los datos mediante la prueba T de student
ǂ señala cuando las diferencias con respecto a los individuos silvestres son significativas con un p-
valor< 0.01
* señala cuando las diferencias con respecto a los individuos silvestres son significativas con un p-
valor< 0.001





















































4. Tabla 4: Análisis de los genes implicados en la especificación 








elav>GFP          Estadio 12
5. Figura S1. Patrón de expresión de la construción elav-Gal4 
en el linaje temprano del NB 3-5
Se muestra la expresión de Ems (rojo) 
y GFP (verde) en un hemisegmento 
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